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Tkivna specifičnost efekata 17 β-estradiola na signalni put insulina 
REZIME 
Insulin i estradiol imaju vaţnu ulogu u regulaciji metabolizma ugljenih hidrata i 
lipida. Razliĉita kliniĉka istraţivanja i eksperimentalni podaci ukazuju da varijacije u 
koncentraciji estrogena utiĉu na insulinsko delovanje. Cilj ove studije je bilo poreĊenje 
uticaja estradiola na poĉetne molekule insulinskog signalnog puta u glavnim ciljnim 
tkivima za insulin (jetra) i estradiol (uterus), kao i u srcu, u kome oba hormona 
ostvaruju znaĉajne efekte. Ovarijektomisane ţenke pacova su tretirane estradiolom 6 h 
pre analize sadrţaja proteina i iRNK molekula signalnog puta insulina. Da bi se istakli 
efekti estradiola na fosforilacije i asocijacije molekula relevantne za insulinski signalni 
put, ţivotinje su dodatno injecirane insulinom 30 min pre eksperimenta. Tretman 
estradiolom nije promenio nivo insulina i glukoze u plazmi, ali je doveo do znaĉajnog 
smanjenja nivoa slobodnih masnih kiselina i povećanja teţine uterusa. U jetri, tretman 
estradiolom je doveo do smanjenja fosforilacije IR, kao i smanjenja proteinskog 
sadrţaja IRS-1, što navodi na zakljuĉak da je estradiol suprimirao efekte insulina preko 
IR/IRS-1 puta i verovatno ih usmerio na alternativni put, što je potkrepljeno i 
povećanjem proteinskog sadrţaja IRS-2. U uterusu je tretman estradiolom nakon 6 h 
doveo do statistiĉki znaĉajnog povećanja proteinskog sadrţaja skoro svih ispitivanih 
molekula signalnog puta insulina. U srcu je estradiol uzrokovao povećanje asocijacije 
IRS-1/p85, povećanja sadrţaja proteina i iRNK p85, kao i povećanje fosforilacije Akt 
na Ser
473
. S druge strane, tretman estradiolom je u srcu izazvao i smanjenje fosforilacije 
tirozina IR, smanjenje proteinskog sadrţaja IRS-2 i iRNK oba IRS proteina. Rezultati 
ove studije ukazuju na to da tretman estradiolom indukuje tkivno specifiĉne promene u 
insulinskom signalnom putu. Posledice tretmana estradiolom na molekule insulinskog 
signalnog puta su oĉiglednije u uterusu, ali je njihov fiziološki znaĉaj za insulinsko 
delovanje verovatno veći u jetri. S druge strane, rezultati dobijeni u srcu sugerišu veoma 
kompleksnu ulogu estradiola u fiziologiji srca, koja se manifestuje i kombinacijom 
pozitivnog i negativnog, genomskog i negenomskog delovanja ovog hormona na 
molekule signalnog puta insulina.  
Ključne reči: estradiol, insulinski signalni put, jetra, uterus, srce 
Naučna oblast: Biologija 
Uža naučna oblast: Molekularna endokrinologija 
UDK broj: 577.175.6:577.175.72 
Tissue specificity of 17β-estradiol effects on insulin signaling pathway 
 
ABSTRACT 
Insulin and estradiol play important role in regulation of carbohydrate and lipid 
metabolism. Various clinical observations and experimental data suggest that variations 
in the concentration of estrogens affect insulin action. The aim of the present study was 
to compare the impact of estradiol on early steps of insulin signaling in main target 
tissues of insulin (the liver) and estradiol (the uterus), and in the heart, where both 
hormones realize important effects. Ovariectomized female rats were treated with 
estradiol 6 h prior to analysis of protein and mRNA content of insulin signaling 
molecules. To delineate estradiol effects on phosphorylations and molecular 
associations relevant for insulin signaling, animals were treated additionally with insulin 
30 min before the experiment. Treatment with estradiol did not change the levels of 
plasma insulin and glucose, but it significantly decreased the free fatty acid level and 
increased uterine weight. In liver, estradiol treatment decreased IR phosphorylation and 
IRS-1 protein content, suggesting that estradiol suppressed insulin action through 
IR/IRS-1 and probably redirected it to alternative pathway. This conclusion is supported 
with increase of IRS-2 protein content. In uterus, estradiol treatment resulted in 
significant increase of protein content of almost all analyzed molecules. In heart, 
estradiol increased IRS-1/p85 association, p85 protein and mRNA level, and Ser
473
Akt 
phosphorylation. On the other hand, estradiol treatment decreased tyrosine 
phosphorylation of cardiac IR, protein content of IRS-2, and mRNA of both IRS 
proteins. These results suggest that estradiol treatment induces tissue-specific changes 
in insulin signaling. Consequences of estradiol treatment on insulin signaling molecules 
are more apparent in uterus, but their physiological relevance for insulin action is 
probably more important in liver. On the other hand, results obtained in heart suggest 
very complex role of estradiol in heart physiology, represented by, amongst other 
effects, combination of positive and negative, genomic and nongenomic actions of this 
hormone on insulin signaling molecules.  
Keywords: estradiol, insulin signaling, liver, uterus, heart 
Scientific field: Biology 
Special topic: Molecular endocrinology 
UDK number: 577.175.6:577.175.72 
SKRAĆENICE 
Akt/PKB: proteinska kinaza B (eng. protein kinase B) 
BCIP/NBT: (eng. 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitroblue tetrazolium)  
BSA: albumin goveĊeg seruma (eng. bovine serum albumin)  
EDTA: etilendiamino tetrasirćetna kiselina (eng. ethylenediaminetetraacetic acid) 
ER: receptor za estrogene (eng. estrogene receptor)  
ERE: estrogen responsivni elementi (eng. estrogen response elements) 
ERK: kinaza regulisana ekstraćelijskim signalima (eng. extracellular signal-regulated 
kinase) 
FFA: slobodne masne kiseline (eng. free fatty acid) 
GAPDH: gliceraldehid–3–fosfat–dehidrogenaza (eng. glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase)  
GLUT: familija transportera za glukozu (eng. glucose transporter) 
HRT: supstituciona hormonska terapija (eng. hormone replacement therapy) 
IGF-1: receptor za faktor rasta sliĉan insulinu (eng. insulin-like growth factor – 1)  
IR: receptor za insulin (eng. insulin receptor) 
IRS: familija supstrata receptora za insulin (eng. insulin receptor substrate) 
LVH: hipertrofija leve komore (eng. left ventricular hypertrophy) 
MAPK: mitogenom aktivirana proteinska kinaza (eng. mitogen-activated protein 
kinase) 
MEK: kinaza MAPK (eng. MAPK kinase) 
PDK1: kinaza tipa 1 zavisna od PIP3 (eng. 3-phosphoinositide-dependent kinase-1) 
PI3K: fosfatidilinozitol 3-kinaza (eng. phosphatidylinositol 3-kinase) 
PIP3: fosfatidilinozitol 3,4,5-trifosfat (eng. phosphatidylinositol 3,4,5-triphoshpate)   
PKC: proteinska kinaza C (eng. protein kinase C) 
RT-PCR: reverzna transkripcija – lanĉana polimerazna reakcija (eng. reverse 
transcription - polymerase chain reaction) 
SDS: natrijum dodecil sulfat (eng. sodium dodecyl sulfate) 
Ser: serin 
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Brojni podaci dobijeni iz humanih studija ukazuju na vaţnu ulogu polnih 
steroida u regulaciji insulinske senzitivnosti. Postoje odreĊene fiziološke situacije u 
kojima je insulinska senzitivnost smanjena bez kliniĉkih implikacija. Na primer, u 
pubertetu je detektovano smanjenje insulinske senzitivnosti koje moţe biti posledica 
povećanja nivoa polnih steroida u cirkulaciji u ovom periodu ţivota (Amiel i sar., 1991). 
Kod zdravih ţena je tokom lutealne faze menstrualnog ciklusa takoĊe uoĉena smanjena 
insulinska senzitivnost koja je izgleda u vezi sa povišenim nivoima estrogena i 
progesterona (Alonso i Gonzalez, 2008). Pored toga, poznato je da je normalna trudnoća 
povezana sa progresivnim smanjenjem insulinske senzitivnosti (Leturque i sar., 1987). 
Insulinska rezistencija u trudnoći predstavlja fiziološku adaptaciju organizma majke 
kojim se obezbeĊuje dopremanje glukoze fetusu (Leturque i sar., 1987). Menopauza kod 
ţena, koja je povezana sa smanjenjem produkcije polnih steroida u ovarijumima, takoĊe 
dovodi do razvoja insulinske rezistencije (Reaven i Reaven, 1985). 
Pored fizioloških stanja u kojima promena koncentracije polnih steroida 
koincidira sa promenom insulinske senzitivnosti, dosta je ispitivan i uticaj tretmana 
polnim steroidima na insulinsko delovanje. Poznato je da je korišćenje oralnih 
kontraceptiva povezano sa razvojem insulinske rezistencije, naroĉito kod ţena sa 
istorijom gestacijskog dijabetesa (Godsland i sar., 1992). TakoĊe, pokazano je da 
supstituciona hormonska terapija moţe da obnovi insulinsku senzitivnost koja je narušena 
u menopauzi (Alonso i Gonzalez, 2008).  
Uprkos ĉinjenici da kliniĉke studije jasno ukazuju na vezu izmeĊu polnih 
steroida i insulinskog delovanja, relativno je malo podataka o molekularnoj osnovi ovih 
interakcija.  
 





Koncentracija glukoze u plazmi zdravih ljudi ostaje u opsegu izmeĊu 4 i 7 mM, 
uprkos periodima hranjenja i gladovanja. Ovakva ĉvrsta kontrola je omogućena balansom 
izmeĊu apsorpcije glukoze iz creva, produkcije od strane jetre i njenog transporta i 
metabolizma u perifernim tkivima (Saltiel i Kahn, 2001). 
Insulin je najpotentniji poznati fiziološki anaboliĉki agens, koji podstiĉe 
skladištenje i sintezu lipida, proteina i ugljenih hidrata i inhibira njihovu razgradnju i 
oslobaĊanje u cirkulaciju (Chang i sar., 2004). Insulin primarno reguliše koncentraciju 
glukoze u krvi, tako što povećava ulazak glukoze u ćelije mišića i masnog tkiva, a 
inhibira produkciju glukoze u jetri (smanjenjem glukoneogeneze i glikogenolize) (Saltiel i 
Kahn, 2001). TakoĊe, insulin utiĉe na metabolizam lipida, povećavajući sintezu lipida u 
jetri i adipocitima i smanjujući oslobaĊanje masnih kiselina iz adipoznog tkiva (Sesti, 
2006). Stimulišući lipogenezu, sintezu glikogena i proteina i inhibirajući lipolizu, 
glikogenolizu i razgradnju proteina, insulin stimuliše ćelijski rast i diferencijaciju, i 
podstiĉe skladištenje supstrata u masnom tkivu, jetri i mišićima (Saltiel i Kahn, 2001). 
Insulin povećava ulazak glukoze u ćelije stimulišući translokaciju glukoznog transportera 
GLUT4 (eng. glucose transporter 4) iz unutarćelijskih depoa do površine ćelije (Saltiel i 
Kahn, 2001). 
 
1.1.1 Sinteza insulina 
 
Insulin se sintetiše u β ćelijama pankreasa. Humani insulin sadrţi 51 amino 
kiselinu i ima molekulsku teţinu 5700 Da (Nussey i Whitehead, 2001). Gen za insulin 
kodira pre-proinsulin koji na N-završetku ima signalnu sekvencu od 23 aminokiseline. 
Signalna sekvenca se brzo iseca nakon što se sinteza hormona usmeri ka 
endoplazmatiĉnom retikulumu. Proinsulin zatim migrira u Goldţijev aparat, gde se C 
peptid iseca, ostavljajući A (21 aminokiselina) i B (30 aminokiselina) lance spojene 
disulfidnim vezama, koji formiraju aktivni molekul insulina (Nussey i Whitehead, 2001). 
U mikromolarnim koncentracijama, insulin dimerizuje i u prisustvu cinkovih jona dalje 
asocira u heksamere (De Meyts, 2004). 
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Insulin se izluĉuje pulsativno na oko 10 minuta i ima vreme poluraspada u 
sistemskoj cirkulaciji oko 3 minuta. Oko 50% insulina se uklanja u jetri. Ovo je poznato 
kao efekat “prvog prolaza” (tj. prvi put insulin prolazi kroz jetru). Insulin koji “pobegne” 
od inaktivirajuće aktivnosti jetre, ima vaţnu regulatornu ulogu u perifernim tkivima. C 
peptid se oslobaĊa u odnosu 1:1 sa insulinom, a pošto ga jetra ne uklanja znaĉajno, a 
vreme poluraspada mu je 30 minuta, ĉesto se koristi kao indeks insulinske sekrecije 
(Nussey i Whitehead, 2001).  
Insulin se luĉi u odgovoru na povećanje koncentracije glukoze u cirkulaciji. Ovaj 
metaboliĉki signal zahteva metabolizam glukoze do piruvata i detektuje se aktivnošću 
enzima glukokinaze koja katalizuje produkciju glukozo-6-fosfata. Ovo inicira signal 
oslobaĊanja insulina egzocitozom, koji ukljuĉuje povećanje adenozin trifosftata (ATP, 
eng. adenosine triphosphate), zatvaranje K
+
 kanala, depolarizaciju i otvaranje Ca
2+
 
kanala. Ovaj proces je vrlo brz i sekrecija insulina se dešava u okviru jednog minuta 
nakon izlaganja glukozi (Nussey i Whitehead, 2001). 
 
1.1.2 Signalni put insulina 
1.1.2.1 Receptor za insulin 
 
Insulin ostvaruje svoje delovanje vezivanjem za specifiĉan receptor na ćelijskoj 
membrani. Receptor za insulin (IR) pripada subfamiliji receptora tirozin kinaza koja 
ukljuĉuje i receptor za faktor rasta sliĉan insulinu IGF-1 (eng. insulin-like growth factor – 
1) i receptor sliĉan receptoru za insulin IRR (eng. insulin receptor-related receptor) 
(Becker i Roth, 1990). Svi ovi receptori su heterotetramerni proteini (Slika 1) saĉinjeni od 
dve α i dve β subjedinice koje funkcionišu kao alosteriĉki enzimi u kojima α subjedinica 
inhibira tirozin kinaznu aktivnost β subjednice (Saltiel i Kahn, 2001). Alfa-subjedinica je 
u potpunosti ekstracelularna i uĉestvuje u vezivanju insulina. U inaktivnom stanju, 
katalitiĉko mesto tirozin kinaze je skriveno aktivacionom petljom, koja spreĉava pristup 
ATP-u i potencijalnim supstratima (Le Roith i Zick, 2001). Kada se insulin veţe za α 
subjedinicu, dolazi do oslobaĊanja kinazne aktivnosti β subjedinice i transfosforilacije 
jedne β subjedinice drugom na specifiĉnim tirozinskim ostacima u aktivacionoj petlji, što 
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Slika 1. Modularna struktura receptora za insulin  
Panel a pokazuje crteţ α2β2 strukture receptora za insulin. Leva polovina dijagrama 
pokazuje granice 22 egzona gena za insulinski receptor. Desna polovina dijagrama 
ukazuje na pretpostavljene granice proteinskog modula. Granice modula uglavnom 
odgovaraju granicama egzona. L1 i L2 - veliki domeni 1 i 2; CR – cisteinom bogat 
domen; Fn0, Fn1, Fn2 – fibronektin tip III domeni, Ins – umetak u Fn; TM - 
transmembranski domen; JM - jukstamembranski domen; TK - domen tirozin kinaze; CT 
- karboksi terminalni rep. Crna linija duţ Fn0 ukazuje na glavni imunogeni region. 
Narandţaste strelice ukazuju na mesta N-glikozilacije. Zelene strelice ukazuju na 
identifikovane “hot-spotove” za vezivanje liganda. Panel b prikazuje organizaciju supra-
domena receptora za insulin. Dijagram prikazuje “rastegnuti” model pretpostavljenih ili 
stvarnih modularnih struktura (De Meyts i Whittaker, 2002). 
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Aktivnost IR je dobro regulisana, pošto nekontrolisana aktivacija ili neaktivnost 
ima ozbiljne metaboliĉke posledice. Postoje dve „splajs“ izoforme IR, i svaka ima 
drugaĉiji afinitet za insulin (Sesti i sar., 1994). Pored toga postoji nekoliko mehanizama 
negativne regulacije. Jedna klasa regulatornih proteina su tirozin fosfataze, koje katalizuju 
brzu defosforilaciju receptora i njegovih supstrata (Taniguchi i sar., 2006a). Najviše 
prouĉavana proteinska tirozin fosfataza je PTP1B (eng. protein - tyrosine phosphatase 
1B), koja interaguje direktno sa IR i defosforiliše vaţne tirozinske ostatke, redukujući 
njihovu aktivnost (Taniguchi i sar., 2006a). 
Pored tirozinske fosforilacije, IR podleţe serinskoj fosforilaciji, koja moţe da 
uspori prenos signala smanjujući tirozinsku fosforilaciju koju stimuliše insulin (Saltiel i 
Kahn, 2001). Ove inhibitorne fosforilacije obezbeĊuju negativnu povratnu spregu 
insulinskom signalnom putu i sluţe kao mehanizam razmene („cross-talk“) sa drugim 
signalnim putevima koji dovode do insulinske rezistencije (Saltiel i Kahn, 2001). 
Negativni regulatori funkcije IR mogu biti i proteini, kao što su SOCS1 i SOCS3 (eng. 
suppressor of cytokine signaling 1 i 3), Grb-10 (eng. growth factor receptor bound 
protein 10) i PC1 (eng. plasma cell membrane glycoprotein 1), koji steriĉki blokiraju 
njegovu interakciju sa IRS proteinima ili modifikuju njegovu kinaznu aktivnost 
(Taniguchi i sar., 2006a). IR je takoĊe negativno regulisan na nivou proteina, 
internalizacijom i degradacijom koju stimuliše ligand, što je uobiĉajena odlika mnogih 
insulin rezistentnih, hiperinsulinemiĉnih stanja, kao što su gojaznost i dijabetes tip 2 
(Taniguchi i sar., 2006a).  
 
1.1.2.2 Supstrati insulinskog receptora 
 
Za razliku od drugih receptor tirozin kinaza koje se vezuju direktno za 
citoplazmatske repove nishodnih efektora, u vezivanju IR i IGF1R za unutarćelijske 
efektore uĉestvuju satelitski proteini poznatiji kao supstrati insulinskog receptora (IRS, 
eng. insulin receptor substrate) (Taniguchi i sar., 2006a). Fosforilacija tirozina IR aktivira 
delovanje tirozin kinaze receptora, omogućujući fosforilaciju adaptorskih proteina koji 
funkcionišu kao pristajuća mesta za efektorne proteine koji sadrţe domene homologe Src 
(SH2) (Cohen, 2006). Ove reakcije tirozinske fosforilacije aktiviraju mnogostruko 
grananje signalnih puteva koji uĉestvuju u insulinskoj regulaciji ćelijskog rasta i 
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metabolizma u ciljnim tkivima (Giorgino i sar., 1999). Identifikovano je barem 11 
unutarćelijskih supstrata IR i IGF1R. Šest od njih pripada familiji IRS proteina, i nazvani 
su IRS1-6. Ostali supstrati su Gab-1 (eng. Grb2-associated binder-1), Cbl (eng. Cas-br-M 
(murine) ecotropic retroviral transforming sequence) i razne forme proteina Shc (eng. 
Src-homology-2-containing protein) (Taniguchi i sar., 2006a). 
IRS proteini sadrţe konzervirani PH (eng. pleckstrin homology) domen i PTB 
(eng. phospho tyrosine binding) domen, blizu N-kraja koji su zasluţni za afinitet ovih 
supstrata za IR (Taniguchi i sar., 2006a). PH domen, sluţi da lokalizuje IRS proteine vrlo 
blizu receptora (Le Roith i Zick, 2001). PTB domen, koji je prisutan u brojnim signalnim 
molekulima, ima 75% identiĉnu sekvencu kod IRS-1 i IRS-2 proteina i funkcioniše kao 
vezujuće mesto za NPXY motiv na jukstamembranskom regionu IR i tako dovodi do 
interakcije izmeĊu IR i IRS-1 (Le Roith i Zick, 2001). COOH-kraj IRS proteina je slabo 
konzerviran i sadrţi motive za tirozinsku fosforilaciju koji sluţe kao pristajuća mesta za 
proteine koji sadrţe SH2 domen, kao što je p85α regulatorna subjedinica fosfatidilinozitol 
3-kinaze (PI3K, eng. phosphatidylinositol 3-kinase), Grb2 (eng. growth factor receptor-
bound protein 2), Nck, Crk, Fyn, SHP-2 i drugi (Le Roith i Zick, 2001). Svi ovi proteini 
uĉestvuju u metaboliĉkim funkcijama insulina kao i funkcijama promocije rasta (Le Roith 
i Zick, 2001). 
Prvi ovakav efektorni protein koji je opisan je bio IRS-1, citosolni protein od 185 
kDa koji insulinski receptor fosforiliše na više mesta (Cohen, 2006). Gen za IRS-1 se 
nalazi na hromozomu 2q36-37. Pokazano je da je IRS-1 glavni pristajući protein za 
vezivanje i aktivaciju PI3K u odgovoru na insulin (Sesti i sar., 2001). Humani IRS-2 je 
lokalizovan na hromozomu 13q34 (Sesti i sar., 2001). IRS-1 i IRS-2 su široko 
rasprostranjeni u organizmu, dok je IRS-3 uglavnom ograniĉen na adipocite i mozak, a 
IRS-4 je primarno eksprimiran u embrionalnim tkivima (Taniguchi i sar., 2006a). IRS-5 i 
IRS-6 izgleda imaju ograniĉenu tkivnu ekspresiju i funkciju u prenosu signala (Cai i sar., 
2003). 
Receptor za insulin i IRS proteini imaju zajedniĉke mehanizme regulacije: 
aktivirani su fosforilacijom tirozina, a negativno ih regulišu proteinske tirozin fosfataze, 
fosforilacija serina, kao i sam ligand (Taniguchi i sar., 2006a). IRS proteini podleţu 
fosforilaciji na serinu u odgovoru na insulin i druge stimuluse kao što su citokini i 
slobodne masne kiseline (FFA, eng. free fatty acid) (Zick, 2005). U stanjima insulinske 
rezistencije, fosforilacija na serinu IRS-1 je povećana i izgleda da ova fosforilacija 
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negativno reguliše prenos signala preko IRS (Taniguchi i sar., 2006a). Jedan od mogućih 
oblika regulacije IRS je na nivou ekspresije proteina (Taniguchi i sar., 2006a). Naime, 
pokazano je da hiperinsulinemija smanjuje ekspresiju IRS-1 i IRS-2 i u ćelijskoj kulturi i 
u tkivima miša (Hirashima i sar., 2003). Moguće objašnjenje ovog efekta je da 
hiperinsulinemija indukuje degradaciju IRS-1 proteina i inhibira sintezu IRS-2 na 
transkripcionom nivou (Hirashima i sar., 2003). Pored toga, pokazano je da SOCS 
proteini mogu da indukuju degradaciju IRS-1 i IRS-2 (Rui i sar., 2002). Bez obzira na 
mehanizam, smanjeni nivoi proteina IRS svakako doprinose insulinskoj rezistenciji 
(Taniguchi i sar., 2006a). 
Iako su IRS proteini visoko homologi i poseduju mnoge sliĉne motive tirozinske 
fosforilacije, istraţivanja na „nokaut“ miševima ukazuju na to da razliĉiti IRS proteini 
imaju komplementarnu, pre nego redundantnu ulogu u prenosu insulinskog signala (Sesti 
i sar., 2001) (Slika 2). Tkivno specifiĉan „nokdaun“ IRS-1 i IRS-2 u jetri je pokazao da 
ovi proteini imaju komplementarne uloge u odrţavanju aktivacije proteinske kinaze B 
(Akt/PKB, eng. protein kinase B), ali pokazuju diferencijalne uloge u regulaciji ekspresije 
gena (Taniguchi i sar., 2005). Tako je smanjen IRS-1 u jetri u korelaciji sa povećanom 
ekspresijom gena koji su ukljuĉeni u glukoneogenezu, dok negativna regulacija IRS-2 u 
jetri rezultuje povećanom ekspresijom gena koji su ukljuĉeni u lipogenezu (Taniguchi i 
sar., 2006a).  
IRS-1 i IRS-2 se razlikuju u sposobnosti da se vezuju za razliĉite SH2 partnere. 
Pokazano je da IRS-1 i IRS-2 imaju razliĉitu sposobnost da aktiviraju razliĉite ĉlanove 
familije atipiĉne proteinske kinaze C (aPKC) (Miura i sar., 2004). IRS-3 i IRS-4 
verovatno modifikuju delovanje IRS-1 i IRS-2, pošto ne mogu da aktiviraju mitogenom 
aktiviranu proteinsku kinazu (MAPK) i PI3K u istom stepenu kao IRS-1 i IRS-2, i mogli 
bi u stvari da, u situacijama kada su visoko eksprimirani, antagonizuju neke od njihovih 
funkcija (Tsuruzoe i sar., 2001). Izoforme IRS proteina se takoĊe razlikuju po svojoj 
ćelijskoj kompartmentalizaciji i aktivacionoj kinetici (Taniguchi i sar., 2006a). 
Iako IRS-1 i IRS-2 imaju suštinsku sliĉnost u amino kiselinskom sastavu, postoje 
znaĉajne strukturne razlike izmeĊu njih (Huang i sar., 2005). IRS-2 poseduje jedinstveni 
region saĉinjen od amino kiselina 591-786 koji specifiĉno interaguje sa vezujućim 
domenom kinazne regulatorne petlje β subjedinice insulinskog receptora (Sesti i sar., 
2001). Pošto ovaj region ne postoji kod IRS-1, pretpostavlja se da baš on doprinosi 
signalnoj specifiĉnosti IRS-2 (Sesti i sar., 2001). Pored toga, IRS-1 i IRS-2 se razlikuju u 
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kinetici tirozinske fosforilacije koju stimuliše insulin, interakciji sa putem MAPK i 
unutarćelijskoj lokalizaciji (Huang i sar., 2005). 
 
 
Slika 2. Struktura i partneri u interakcijama supstrata insulinskog receptora 
Ĉetiri izoforme supstrata insulinskog receptora (IRS1-4) dele PH domen, PTB vezujući 
domen i nekoliko mesta fosforilacije na tirozinskim i serinskim ostacima. Na slici su 
prikazane pozicije tirozinskih rezidua (Y) koje fosforiliše IR, kao i nishodni signalni 
proteini koji se vezuju za ova mesta (Taniguchi i sar., 2006a) 
 
 
IRS-1 „nokaut“ miševi zaostaju u rastu i izgleda da ne razvijaju dijabetes, ali su 
u perifernim tkivima rezistentni na insulin, sa poremećenom tolerancijom na glukozu 
(Chang i sar., 2004). IRS-2 „nokaut“ miševi su rezistentni na insulin i u perifernim 
tkivima i u jetri i razvijaju dijabetes tip 2 zbog insulinske rezistencije zajedno sa 
smanjenom funkcijom β ćelija, ali imaju defektan rast samo u nekim tkivima (Chang i 
sar., 2004). Suprotno tome, IRS-3 i IRS-4 „nokaut“ miševi imaju normalan rast i 
metabolizam (Saltiel i Kahn, 2001). 
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Shc je još jedan supstrat IR. Ovaj molekul sadrţi PTB domen na N-kraju, CH 
(eng. collagen homology) domen u centru i SH2 domen na C-kraju (Pelicci i sar., 1992). 
Kod sisara je identifikovano tri gena za Shc: ShcA, ShcB i ShcC (Pelicci i sar., 1996). 
ShcA je široko eksprimiran, dok je ekspresija ShcB i ShcC izgleda ograniĉena na nervne 
ćelije (Ravichandran, 2001). Postoje tri izoforme ShcA, p46, p52 i p66 kDa, koje nastaju 
alternativnim „splajsovanjem“ primarnog transkripta (Migliaccio i sar., 1997). Izoforme 
od 46 i 55 kDa su široko rasprostranjene izuzev u centralnom nervnom sistemu, a p66 je 
odsutan u nekim hematopoetskim ćelijama (Migliaccio i sar., 1997). Ove tri izoforme 
regulišu veoma razliĉite funkcije kao što su rast (p52/p46 Shc), apoptoza (p66 Shc) i 
duţina ţivota (p66 Shc) (Luzi i sar., 2000). 
 
 
Slika 3. Prenos signala u insulinskom delovanju. 
Receptor za insulin podleţe autofosforilaciji i katalizuje fosforilaciju ćelijskih proteina, 
kao što su ĉlanovi familije IRS, Shc i Cbl. Ovi proteini, nakon fosforilacije, interaguju sa 
signalnim molekulima preko SH2 domena, što vodi grananju signalnog puta. Jedna grana 
ukljuĉuje aktivaciju PI3K i nishodinih kinaza, druga predstavlja kaskadu Ras i MAP 
kinaze, a treća Cbl/CAP i aktivaciju TC10. Ovi putevi koordiniraju regulaciju 
translokacije vezikula, sinteze proteina, aktivacije i inaktivacije enzima i genske 
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Aktivirani IR interaguje sa PTB domenom Shc (Sasaoka i sar., 1996) i fosforiliše 
ovaj molekul na nekoliko mesta, od kojih je najvaţniji Tyr
317
, a koja sluţe kao pristajuća 
mesta za Grb2 (Sasaoka i Kobayashi, 2000). Asocijacija Shc sa Grb2 vodi aktivaciji puta 
MAPK (Sasaoka i Kobayashi, 2000).  
Vezivanje insulina za receptor inicira aktivaciju dva glavna puta – signalni put 
PI3K/Akt i signalni put MAPK (Slika 3). Ova dva puta, pod odreĊenim okolnostima 
mogu da aktiviraju jedan drugog (Le Roith i Zick, 2001). 
 
 
1.1.2.3 Metaboliĉki put – PI3K  
 
Metaboliĉki odgovor na insulin je primarno posredovan putem PI3K/Akt (Le 
Roith i Zick, 2001). Inhibitori PI3K ili transfekcija dominantno negativnim konstruktima 
blokira skoro sva metaboliĉka delovanja insulina, ukljuĉujući stimulaciju transporta 
glukoze, sintezu lipida i diferencijaciju adipocita, što ukazuje na centralnu ulogu ovog 
enzima u metaboliĉkim delovanjima insulina (Taniguchi i sar., 2006a). PI3K je 
heterodimer koga ĉine katalitiĉka subjedinica od 110 kDa i regulatorna subjedinica od 
pribliţno 85 kDa, koja sadrţi SH2 domen (Taniguchi i sar., 2006a). Od tri razliĉita gena, 
nastaju tri razliĉite katalitiĉke subjedinice, p110α, β i δ, koje pokazuju razliĉitu tkivnu 
distribuciju, pri ĉemu su α i β skoro svuda prisutne, dok je δ ograniĉena na leukocite 
(Shepherd i sar., 1998). Katalitiĉka subjedinica PI3K je skoro uvek vezana za regulatornu 
subjedinicu, pošto je slobodna p110 nestabilna i brzo degradira (Yu i sar., 1998). Ovo 
vezivanje p110 za regulatornu subjedinicu ne samo da stabilizuje katalitiĉku subjedinicu, 
već i alosteriĉki inhibira enzimsku funkciju sve dok se heterodimer ne veţe za 
fosfotirozine, što oslobaĊa inhibiciju (Yu i sar., 1998). Katalitiĉka subjedinica PI3K 
takoĊe reguliše sopstvenu funkciju preko svoje unutrašnje serin kinazne aktivnosti koja 
fosforiliše regulatornu subjedinicu p85α na Ser
608
 (Taniguchi i sar., 2006a). Ova 
fosforilacija smanjuje enzimsku aktivnost heterodimera (Taniguchi i sar., 2006a). 
Regulatorna subjedinica poseduje dva SH2 domena koji interaguju sa pYMXM i 
pYXXM motivima proteina IRS koji sadrţe fosforilisane tirozine (Myers i sar., 1992). 
Identifikovano je barem osam izoformi regulatorne subjedinice, koje nastaju od tri gena 
(Saltiel i Kahn, 2001). Predominantna izoforma je p85α i smatra se da je to glavni put 
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odgovora na većinu stimulusa (Saltiel i Kahn, 2001). Taĉna uloga razliĉitih regulatornih 
subjedinica PI3K u insulinskom delovanju nije jasna. „Splajs“ varijante poseduju razlike 
u potencijalu za aktivaciju enzima, tkivnoj distribuciji i osetljivosti na insulin (Saltiel i 
Kahn, 2001). 
Pored uloge pozitivnog regulatora funkcije PI3K, regulatorna subjedinica je i 
negativni regulator PI3K i insulinskog delovanja (Taniguchi i sar., 2006a). Naime, 
primećen je paradoks da se insulinska senzitivnost poboljšava kod „nokaut“ miševa 
kojima nedostaje regulatorna subjedinica PI3K (Chen i sar., 2004). Inverzna korelacija 
izmeĊu nivoa p85 i insulinske senzitivnosti se takoĊe moţe primetiti u situacijama kada je 
regulatorna subjedinica eksprimirana u nivoima većim od normalnih (Taniguchi i sar., 
2006a). Na primer, povećana ekspresija p85 je u korelaciji sa insulinskom rezistencijom u 
skeletnim mišićima mišjeg modela gestacionog dijabetesa (Barbour i sar., 2004). 
Negativna regulacija insulinskog signalnog puta regulatornom subjedinicom PI3K se 
verovatno dešava preko nekoliko mehanizama. Jedan faktor je stehiometrija regulatorne 
subjedinice u katalitiĉkom heterodimeru (Mauvais-Jarvis i sar., 2002). U normalnim 
uslovima, koncentracija regulatorne subjedinice je u višku u odnosu na katalitiĉku i 
fosforilisane IRS proteine (Taniguchi i sar., 2006a). Ovaj katalitiĉki neaktivan 
monomerni p85 kompetira sa p85-p110 heterodimerom za vezivanje za fosfotirozine na 
IRS proteinima (Taniguchi i sar., 2006a). Zbog toga, redukcija regulatorne subjedinice 
moţe da poboljša insulinsko delovanje jer se prvo redukuje p85α monomer i omogućava 
dimeru da se veţe za fosforilisane IRS proteine (Taniguchi i sar., 2006a). 
Aktivacija PI3K moţe da prenese višestruke signale (Saltiel i Kahn, 2001). PI3K 
katalizuje fosforilaciju fosfoinozitida na poziciji 3 i produkuje fosfatidilinozitol – fosfate 
(PIP), posebno PtdIns(3,4,5)P3, koji se vezuju za PH domene razliĉitih signalnih 
molekula ĉime menjaju njihovu aktivnost ili subćelijsku lokalizaciju (Saltiel i Kahn, 
2001). MeĊu ovim proteinima su protein AGC superfamilije serin/treonin kinaza, guanin-
nukleotid-razmenjujući protein Rho familije i TEC familija tirozin kinaza. Verovatno 
najvaţnija za insulinsko delovanje je AGC kinaza PDK1 (eng. 3-phosphoinositide-
dependent kinase-1), koja je odgovorna za aktivaciju Akt/PKB i aPKC (Taniguchi i sar., 
2006a). 
PI3K takoĊe aktivira mTOR/FRAP put i moţe biti ukljuĉena u regulaciju 
fosfolipaze D, što vodi hidrolizi fosfatidil holina i povećanju fosfatidiĉne kiseline i 
diacilglicerola (Saltiel i Kahn, 2001). 
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1.1.2.4 Metaboliĉki put - Akt/proteinska kinaza B 
 
Akt/PKB sadrţi PH domen koji se vezuje za PIP3 visokim afinitetom, što dovodi 
do usmeravanja proteina ka membrani, meĊutim ova interakcija ne aktivira Akt/PKB 
(Cohen, 2006). Zapravo, aktivacija Akt/PKB koju indukuje insulin je posledica 




 (Cohen, 2006). Pokazano je da 
je za fosforilaciju Akt na Thr
308
 odgovorna PDK1 (Alessi i sar., 1997). Proteinska kinaza 
koja fosforiliše Akt/PKB na Ser
473
 je kasnije identifikovana i izgleda da je specifiĉna 
forma mTOR vezana za regulatornu subjedinicu poznatu kao RICTOR (Hresko i 
Mueckler, 2005; Sarbassov i sar., 2005). 
Akt/PKB izgleda reguliše ulazak glukoze fosforilišući i inhibirajući AS160 
(Rab-GTPase-activating protein) (Sano i sar., 2003). Ovo je okidaĉ aktivacije malih 
GTPaza Rab koje su ukljuĉene u reorganizaciju citoskeleta koja je potrebna za 
translokaciju glukoznog transportera GLUT4 do plazma membrane (Sano i sar., 2003). 
Stimulacija sinteze glikogena je drugi kljuĉni metaboliĉki efekat insulina. Kinaza 
glikogen sintaze 3 (GSK-3) barem delimiĉno uĉestvuje u aktivaciji glikogen sintaze u 
odgovoru na insulin (Le Roith i Zick, 2001). Aktivacija Akt od strane insulina rezultuje 
fosforilacijom i inaktivacijom GSK-3, ĉineći je nesposobnom da inhibira aktivnost 
glikogen sintaze (Le Roith i Zick, 2001). Akt/PKB takoĊe reguliše ekspresiju enzima 
glukoneogeneze i lipogeneze, kontrolišući aktivnost FOX klase transkripcionih faktora 
(Taniguchi i sar., 2006a). 
Aktivnost Akt/PKB je regulisana pomoću nekoliko inhibitornih molekula, 
ukljuĉujući enzime kao što su proteinska fosfataza 2A (PP2A, eng. protein phosphatase-
2A) i PHLPP (eng. PH-domain leucine-rich repeat protein phosphatase), koji je direktno 
defosforilišu i deaktiviraju. Drugi regulatori, kao što je tribl-3 (TRB3), se vezuju za 
nefosforilisani Akt/PKB i inhibiraju njegovu fosforilaciju i aktivaciju in vivo (Taniguchi i 
sar., 2006a). 
Kod sisara postoje tri izoforme Akt/PKB i svaku kodira drugi gen (Taniguchi i 
sar., 2006a). Ove izoforme imaju istu opštu strukturu koju ĉine N-terminalni PH domen i 
C-terminalni katalitiĉki domen (Taniguchi i sar., 2006a). MeĊutim, podaci pokazuju da su 
ove izoforme ukljuĉene u regulaciju razliĉitih bioloških procesa (Taniguchi i sar., 2006a). 
Zanimljivo je da izoforme Akt, Akt1 i Akt2 nisu funkcionalno suvišne (Chang i sar., 
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2004). „Nokaut“ studije na miševima kao i „nokdaun“ studije u 3T3L1 adipocitima 
korišćenjem siRNA su pokazale da redukcija samo Akt1 ne menja insulinsku 
senzitivnost, dok redukcija nivoa Akt2 smanjuje insulinsku senzitivnost i redukuje 
odlaganje glukoze (Chang i sar., 2004). Metaboliĉki fenotip je potpuniji kada su 
redukovani proteinski nivoi i Akt1 i Ak2, što sugeriše da su obe izoforme potrebne za 
prenos insulinskog signala (Chang i sar., 2004). 
Zanimljivo je da Akt verovatno nije jedina nishodna kinaza koja reguliše 
translokaciju GLUT4 do površine ćelije. Izoforme proteinske kinaze C su takoĊe 
aktivirane od strane PI3K i PDK1 i regulišu translokaciju GLUT4 (Le Roith i Zick, 
2001).   
 
1.1.2.5 Mitogeni put 
 
Kao i drugi faktori rasta, insulin stimuliše put MAPK (Saltiel i Kahn, 2001). 
Ovaj put ukljuĉuje tirozinsku fosforilaciju IRS proteina i/ili Shc, koji zauzvrat interaguju 
sa adapterskim proteinom Grb2, privlaĉeći SOS (eng. son of sevenless) protein do plazma 
membrane da bi se aktivirala mala GTP-aza Ras (eng. rat sarcoma) (Saltiel i Kahn, 
2001). SOS je protein nukleotidne razmene koji katalizuje razmenu GDP za GTP na Ras, 
što rezultuje aktivacijom Ras (Le Roith i Zick, 2001). Kada se aktivira, Ras funkcioniše 
kao molekularni prekidaĉ, stimulišući kaskadu serin kinaze preko aktivacije Raf, MEK 
(eng. mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated kinase kinase) i 
ERK (eng. extracellular signal-regulated kinase). (Saltiel i Kahn, 2001). Ras se vezuje za 
unutrašnju stranu plazma membrane i kada se aktivira, vezuje se za NH2-kraj Raf, ĉime 
dovodi Raf do membrane (Le Roith i Zick, 2001). Ras-Raf interakcija pomera 14-3-3 
proteine koji su vezani za Raf, ĉime se omogućuje fosforilacija Raf brojnim serin/treonin 
kinazama, i uklanja se inhibicija Raf kinaze (Le Roith i Zick, 2001). Raf-1 fosforiliše i 
aktivira dvostruko specifiĉne kinaze MEK1 i MEK2, koje zauzvrat fosforilišu 
MAPK/ERK1 i ERK2 na treoninskim i tirozinskim ostacima (Taniguchi i sar., 2006a). 
Aktivirani ERK, moţe da se translocira u nukleus, gde katalizuje fosforilaciju 
transkripcionih faktora na serinu ili treoninu, inicirajući transkripcioni program koji vodi 
ćelijskoj proliferaciji i diferencijaciji. Blokada ovog puta, dominantno negativnim 
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mutantima ili farmakološkim inhibitorima, spreĉava stimulaciju ćelijskog rasta insulinom, 
ali nema efekta na metaboliĉko delovanje ovog hormona (Saltiel i Kahn, 2001). 
 
1.1.3 Efekti insulina u jetri, srcu i uterusu 
 
Jetra je jedan od najvaţnijih organa u modulaciji metabolizma koji igra centralnu 
ulogu u kontroli glukozne homeostaze i predstavlja predmet kompleksne regulacije od 
strane supstrata, insulina i drugih hormona (Kitamura i sar., 2003). Transport glukoze 
unutar ili van hepatocita i aktivnost mnogih kljuĉnih enzima je regulisano insulinskim 
signalnim sistemom (Xie i sar., 2003). 
Produkcija glukoze u jetri je regulisana povratnom spregom. Najprostija 
povratna sprega ukljuĉuje direktan efekat glukoze, tj. kada se podigne nivo glukoze u 
plazmi, produkcija u jetri se smanjuje i obrnuto (Cherrington, 1999). Kompleksnija 
regulacija ukljuĉuje endokrini pankreas. α i β ćelije pankreasa odgovaraju na nivo 
glukoze u plazmi tako što modifikuju svoju sekreciju glukagona i insulina (Cherrington, 
1999). Povećani nivo insulina u portalnom krvotoku nakon obroka, dovodi do brzih 
promena karbohidratne i lipidne homeostaze u jetri, kao što su stimulacija sinteze 
glikogena, lipogeneza, sinteza lipoproteina i supresija glukoneogeneze/glikogenolize i 
sekrecije VLDL (eng. very low-density lipoprotein) (Michael i sar., 2000). 
Supresija oslobaĊanja glukoze iz jetre zavisi od sposobnosti insulina da inhibira 
glukoneogenezu (Kitamura i sar., 2003). Dosta se raspravlja o tome da li je ovo direktan 
efekat insulina na jetru ili indirektan, tj. posledica efekta insulina na mišiće i masno tkivo, 
koji bi smanjio dostavljanje prekursora za glukoneogenezu (Kitamura i sar., 2003). 
Insulin fosforilacijom i defosforilacijom direktno kontroliše aktivnosti seta 
metaboliĉkih enzima, ali reguliše i ekspresiju gena koji kodiraju enzime glukoneogeneze i 
glikolize u jetri (Pilkis i Granner, 1992). Insulin inhibira transkripciju gena koji kodira 
fosfoenolpiruvat karboksikinazu, što je ograniĉavajući korak u glukoneogenezi 
(Sutherland i sar., 1996). Insulin takoĊe smanjuje transkripciju gena koji kodiraju 
fruktozo-1,6-bifosfatazu i glukozo-6-fosfatazu i povećava transkripciju glikolitiĉkih 
enzima kao što su glukokinaza i piruvat kinaza i lipogenih enzima kao što su sintaza 
masnih kiselina i acetil-CoA karboksilaza (Saltiel i Kahn, 2001). 
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Jetra je glavno mesto degradacije insulina i primarni mehanizam klirensa je 
vezivanje za IR u jetri što je praćeno internalizacijom i unutarćelijskom degradacijom 
(Duckworth i sar., 1998). 
Odliĉan sistem za prouĉavanje kompleksnih puteva insulinskog delovanja u 
razliĉitim tkivima predstavljaju tkivno-specifiĉni „nokauti“ koji ometaju prenos 
insulinskog signala. Kako je opisano u radu Michael i sar. (Michael i sar., 2000), 
„nokaut“ IR u jetri (LIRKO) dovodi do potpunog gubitka ranih signalnih koraka kao što 
je fosforilacija IRS-1 i IRS-2. Kod mladih LIRKO miševa se javlja postprandijalna 
hiperglikemija, netolerancija na glukozu i insulinska rezistencija. Kod ovih miševa insulin 
ne uspeva da suprimira oslobaĊanje glukoze iz jetre, iako je insulinski signalni sistem 
netaknut u adipoznom tkivu i mišićima. Pošto LIRKO miševi imaju izraţenu 
hiperinsulinemiju koja dovodi do hroniĉne supresije oslobaĊanja FFA iz adipoznog tkiva, 
oĉigledno je da je ipak dominantan direktan efekat insulinskog delovanja u jetri. Pored 
toga, povećana produkcija glukoze u jetri i pored hiperglikemije kod LIRKO miševa, 
pokazuje da se autoregulacija produkcije glukoze u jetri ne dešava u odsustvu insulinskog 
signalnog sistema. Veoma izraţena hiperinsulinemija je posledica defekta u insulinskom 
klirensu, ali i povećane sinteze u β ćelijama pankreasa, što je rezultat hiperplazije β ćelija 
kod ovih ţivotinja. Kod starijih LIRKO miševa dolazi do smanjenja koncentracije 
glukoze u plazmi, koje se završava hipoglikemijom. Ovo smanjenje produkcije glukoze u 
jetri je verovatno posledica razvoja disfunkcije jetre (Michael i sar., 2000). 
Srce je insulin-responsivni organ. Suprotno od skeletnih mišića, u kojima 
insulinski signalni put igra vaţnu ulogu u regulaciji odlaganja glukoze, srce mora da odrţi 
svoju sposobnost da koristi glukozu i druge metaboliĉke supstrate nezavisno od dnevnih 
ili postprandijalnih promena u koncentraciji insulina (Abel, 2004). Ĉinjenica da funkcija 
srca mora da traje neometano diktira neprekidno visoki bazalni nivo kontraktilne 
efektivnosti i samim tim energetskog metabolizma (Brownsey i sar., 1997). 
U izolovanom srcu, insulin povećava translokaciju glukoznog transportera, 
glikolitiĉki fluks i nivo oksidacije glukoze (Abel, 2004). TakoĊe, insulin suprimira 
korišćenje masnih kiselina u srcu (Belke i sar., 2002). Pored direktnih efekata u srcu, 
insulin ima vaţnu ulogu u regulaciji balansa metaboliĉkih goriva koja dolaze do 
miokardijuma, prvenstveno kroz delovanje na adipozno tkivo, skeletne mišiće i jetru 
(Belke i sar., 2002). Drugim reĉima, in vivo, mnogi efekti insulina na metabolizam i 
funkciju srca su u vezi sa sistemskim efektima insulina pa je teško odvojiti direktne od 
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sistemskih efekata insulina na kardiomiocite (Belke i sar., 2002). Na primer, 
antilipolitiĉko delovanje insulina dovodi do smanjenja dostupnosti FFA srcu, što zajedno 
sa povećanim unutarćelijskim nivoima malonil koenzima A dovodi do redukcije nivoa 
oksidacije masnih kiselina (Awan i Saggerson, 1993). Insulin takoĊe moţe da poveća 
kontraktilnost srca (Ren i sar., 2000) i moţe imati antiapoptotski efekat u kardiomiocitima 
(Aikawa i sar., 2000). 
Dijabetes je povezan sa dubokim promenama metabolizma srca, koje karakteriše 
smanjeno iskorišćenje glukoze, smanjena oksidacija laktata i povećano korišćenje masnih 
kiselina kao metaboliĉkog supstrata (Belke i sar., 2002). Ovo je posledica toga što 
sistemska insulinska deficijencija ili insulinska rezistencija menjaju dostupnost supstrata 
srcu (Abel, 2004). 
Eksperimenti na CIRKO miševima (miševi sa „nokautom“ IR u 
kardiomiocitima) su pokazali da gubitak insulinskog signalinga u srcu dovodi do 
znaĉajnog smanjenja veliĉine kardiomiocita (Abel, 2004). Prenos insulinskog signala je 
kljuĉni fiziološki regulator rasta srca i moţe biti vaţan integrator veze izmeĊu nutritivnog 
stanja i veliĉine srca (Abel, 2004). Za razliku od akutnog uklanjanja insulina u 
izolovanim srcima miševa koje povećava nivo korišćenja masnih kiselina u srcu, kod 
CIRKO miševa je ono smanjeno, zajedno sa nivoom ekspresije gena koji uĉestvuju u beta 
oksidaciji (Belke i sar., 2002). Ovo je bio neoĉekivan rezultat. Pretpostavlja se da gubitak 
insulinskog signalnog puta dovodi do povećanja korišćenja masnih kiselina u srcu, što 
onda vodi progresivnoj disfunkciji mitohondrija, verovatno na bazi produkcije ROS (eng. 
reactive oxygen species), a sve to smanjenju oksidacije i glukoze i masnih kiselina (Abel, 
2004). U bazalnim uslovima, srĉana funkcija CIRKO miševa je umereno poremećena. 
MeĊutim, u odgovoru na hemodinamiĉki stres, dolazi do rapidnog smanjenja funkcije i 
povećane uĉestalosti lezija miokarda (Hu i sar., 2003), što ukazuje na to da insulinski 
signalni put igra vaţnu ulogu u moduliranju srĉanog odgovora na stres. 
Uterus je šupalj organ sa zidom koga ĉine tri sloja, spoljašnji perimetrijum, 
središnji mišićni miometrijum i unutrašnji endometrijum. Endometrijum je veoma aktivno 
tkivo koje ĉine nekoliko tipova ćelija, kao što su stromalne, luminalno epitelijalne, 
glandularno epitelijalne i endotelijalne ćelije (Frolova i Moley, 2011). Ranije in vitro 
studije su pokazale da insulin moţe da stimuliše oksidaciju glukoze u kasnoj lutealnoj 
fazi u humanom endometrijumu, što ukazuje na ukljuĉenost ovog hormona u metaboliĉke 
aktivnosti endometrijalnog tkiva (Truchan i sar., 1987). Insulinski receptor je prisutan u 
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nivou endometrijuma, i njegova maksimalna ekspresija je u sekretornoj fazi, što takoĊe 
podrţava hipotezu da insulin direktno deluje na rast endometrijuma svojim mitogenim i 
metaboliĉkim efektima (Strowitzki i sar., 1993). MeĊutim, malo se zna o metaboliĉkoj 
funkciji insulina u endometrijumu i pitanje je da li ovo tkivo poseduje svu mašineriju da 
bi se smatralo tkivom koje reguliše insulin (Mioni i sar., 2004).  
Prvi korak u korišćenju glukoze je njen ulazak u ćeliju, u kome uĉestvuju 
glukozni transporteri. GLUT1 je prvi transporter koji je detektovan u uterusu, i primećeno 
je da se njegova ekspresija povećava tokom gestacije, što ukazuje na moguću ulogu 
GLUT1 u odrţavanju trudnoće i razvoju fetusa (Frolova i Moley, 2011). MeĊutim malo je 
podataka o ekspresiji GLUT4, koji je primarno eksprimiran u insulin-senzitivnim tkivima, 
kao što su skeletni mišići i adipozno tkivo (Frolova i Moley, 2011). U nekoliko studija je 
opisana ekspresija ovog proteina u uterusu pacova (Welch i Gorski, 1999; Korgun i sar., 
2003; Frolova i Moley, 2011), ali je nivo ekspresije u odnosu na ostale GLUT proteine 
bio 100 do 1000 puta manji. Još je manje podataka koji se odnose na humano tkivo 
uterusa i vrlo su kontradiktorni, od studija koje su iskljuĉile ekspresiju ovog proteina (von 
Wolff i sar., 2003; Frolova i Moley, 2011) do onih koje su potvrdile njegovo prisustvo u 
humanom uterusu (Mioni i sar., 2004; Mozzanega i sar., 2004). Mioni i sar. su pokazali 
prisustvo GLUT4 u epitelijalnim ćelijama humanog endometrijuma (Mioni i sar., 2004). 
U ćelijama strome, meĊutim, nije detektovano prisustvo GLUT4, iako je u njima 
potvrĊeno prisustvo IR kao i vezivanje insulina za IR (Sheets i sar., 1985). Uzevši u obzir 
da je stromalno tkivo fiziološki ukljuĉeno u rast endometrijuma, moţe se pretpostaviti da 
u njemu insulin deluje prvenstveno kao faktor rasta, bez uticaja na ulazak glukoze (Mioni 
i sar., 2004). 
 
1.1.4 Poremećaji u delovanju insulina 
 
Insulinska rezistencija je patološko stanje u kome ciljna tkiva ne uspevaju da u 
punoj meri odgovore na normalne nivoe insulina (Moreno i sar., 2009). Ona vodi 
nemogućnosti da insulin obezbedi normalnu glukoznu i lipidnu homeostazu (Moreno i 
sar., 2009). Tako dolazi do povećanja nivoa glukoze u krvi, što je fenomen poznat kao 
hiperglikemija. U pokušaju da se prevaziĊe hiperglikemija, luĉi se više insulina u β 
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ćelijama pankreasa, što dovodi do karakteristiĉne hiperinsulinemije (Livingstone i 
Collison, 2002). Kompenzatorna hiperinsulinemija zbog povećane sekrecije β ćelija je 
obligatorna odlika insulinske rezistencije (Mlinar i sar., 2007). Glavne karakteristike 
insulinske rezistencije su dezinhibirana lipoliza u adipoznom tkivu, poremećeni ulazak 
glukoze u ćelije mišića i dezinhibirana glukoneogeneza (Mlinar i sar., 2007). Insulinska 
rezistencija je ĉesta u fiziološkim stanjima kao što su menopauza i starenje, ali mehanizmi 
koji leţe u njenoj osnovi su multifaktorijalni (Moreno i sar., 2009). Smanjena sekrecija 
insulina, u kombinaciji sa rezistencijom na njegovo delovanje, rezultira dijabetesom tipa 
2, razornoj bolesti koja dostiţe proporcije epidemije. Ĉak i u odsustvu dijabetesa, 
insulinska rezistencija je ĉesto povezana sa gojaznošću, hipertenzijom, policistiĉnim 
ovarijalnim sindromom, dislipidemijom i aterosklerozom (Saltiel i Pessin, 2002). 
Dijabetes melitus je grupa metaboliĉkih oboljenja koje karakteriše 
hiperglikemija, koja nastaje kao rezultat defekata u insulinskoj sekreciji, insulinskom 
delovanju ili oba (American Diabetes Association, 2012). Hroniĉna hiperglikemija 
dijabetesa je povezana sa dugoroĉnim oštećenjima, disfunkcijom i propadanjem razliĉitih 
organa, posebno oĉiju, bubrega, nerava, srca i krvnih sudova (American Diabetes 
Association, 2012). Najveći broj sluĉajeva dijabetesa moţe da se podeli u dve kategorije. 
U prvoj kategoriji, dijabetes tip 1, uzrok je potpuna deficijencija sekrecije insulina. U 
drugoj, mnogo ĉešćoj kategoriji, dijabetes tip 2, uzrok je kombinacija rezistencije na 
delovanje insulina i neadekvatan kompenzatorni odgovor sinteze insulina (American 
Diabetes Association, 2012). 
Procenjuje se da dijabetes melitus pogaĊa 6% populacije i da dijabetes tip 2 ĉini 
oko 90-95% svih sluĉajeva dijabetesa (Mlinar i sar., 2007). Iako dijabetes tip 2 ima vrlo 
heterogene korene, postoje dve opšte odlike ovog stanja: insulinska rezistencija i 
poremećena funkcija β ćelija pankreasa (McGarry, 2002). Tradicionalni pogled na razvoj 
dijabetesa koji je bio uglavnom “glukocentriĉan”, nije uspevao da objasni mehanizam 
razvoja ove bolesti, pa se vremenom sve više razvio “lipocentriĉan” pristup ovom 
problemu (McGarry, 2002). Dugo je poznato da pored hiperglikemije, osobe sa tipom 2 
dijabetesa imaju ozbiljne poremećaje u dinamici lipida, koji se obiĉno ogledaju u 
povišenim nivoima cirkulišućih FFA i triglicerida, zajedno sa prevelikim odlaganjem 
masti u razliĉitim tkivima. Sve je više dokaza da je ovaj poremećaj homeostaze lipida u 
stvari instrument razvoja dijabetiĉnog stanja i da abnormalno odlaganje masti u mišićima 
i drugim tkivima igra vaţnu ulogu u etiologiji insulinske rezistencije (McGarry, 2002). 
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Glavni razlog hiperglikemije kod većine pacijenata sa insulin-rezistentnim 
dijabetes melitusom je redukovani insulinom-posredovani ulazak glukoze u ćelije, koji je 
primarno posledica defekta delovanja hormona na ćelijskom nivou (Muller-Wieland i 
sar., 1993). Studije sa glukoznim klampom su pokazale da poremećaj insulinskog 
delovanja moţe biti posledica redukovane insulinske senzitivnosti i responsivnosti na 
insulin što ukazuje na prisustvo ne samo redukovanog broja insulinskih receptora već i 




Estrogeni su steroidni hormoni koji regulišu rast, diferencijaciju i funkciju u 
širokom rasponu ciljnih tkiva, ukljuĉujući muški i ţenski reproduktivni trakt, mleĉne 
ţlezde, skeletni i kardiovaskularni sistem (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). Najpotentniji i 
najdominantniji estrogen kod ljudi je 17β-estradiol, ali su takoĊe prisutni i estron i estriol 
u  niţim koncentracijama (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). 
Biološki efekti estradiola se ostvaruju posredstvom estrogenog receptora (ER), 
koji se javlja u dve izoforme, ERα i ERβ, koje su ĉlanovi velike superfamilije nuklearnih 
receptora (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). Ova dva receptora su kodirana posebnim genom, 
ali poseduju modularnu strukturu funkcionalnih domena karakteristiĉnu za superfamiliju 
steroidnih i tiroidnih hormonskih receptora u jedru (Hall i sar., 2001). 
N-terminalni domen nuklearnih receptora, koji se još naziva i A/B domen ili 
AF1, je odgovoran za protein-protein interakcije i transkripconalnu aktivaciju ekspresije 
ciljnih gena (Nilsson i sar., 2001). AF1 funkcioniše nezavisno od liganda, za razliku od 
C-terminalnog domena AF2, koji je zavisan od liganda (Ellmann i sar., 2009). C-domen 
ili DNK vezujući domen (DBD) sadrţi strukturu dva cinkova prsta, koji nisu odgovorni 
samo za vezivanje za DNK, već i za dimerizaciju receptora, ĉime se omogućuje 
formiranje homo i heterodimera (Ellmann i sar., 2009). DBD ERα i ERβ su visoko 
homologi (Nilsson i sar., 2001). D-domen se zove se još i Hinge-region i sadrţi serinsku 
reziduu (S305) koja se moţe fosforilisati (Ellmann i sar., 2009). COOH kraj, E/F- ili 
ligand-vezujući domen (LBD) uĉestvuje u vezivanju liganda, dimerizaciji receptora, 
nuklearnoj translokaciji i transaktivaciji ekspresije ciljnih gena (Nilsson i sar., 2001). 
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Amino kiselinski ostaci koji oiviĉavaju površinu šupljine koja vezuje ligand, ili koji 
interaguju sa vezanim ligandom, obuhvataju LBD od heliksa 3 do heliksa 12 (Nilsson i 
sar., 2001). LBD takoĊe obuhvata region AF2, koji je kompleksni region na ĉiju strukturu 
i funkciju utiĉe vezivanje liganda (Nilsson i sar., 2001).  
 
1.2.1 Genomski efekti estrogena  
1.2.1.1 ERE-zavisni mehanizam delovanja estrogena 
 
Ligand-zavisni mehanizam delovanja ER je zajedniĉka odlika ĉlanova klase I 
superfamilije nuklearnih steroidnih/tiroidnih receptora, ĉiji su ĉlanovi ERα i ERβ (Hall i 
sar., 2001). Prema ovom modelu, u odsustvu hormona, receptor je izdvojen u 
multiproteinski inhibitorni kompleks sa proteinima toplotnog šoka (Coleman i Smith, 
2001). Estrogeni difunduju u ćeliju i vezuju se za ER, koji je lociran u nukleusu (Deroo i 
Korach, 2006). Vezivanje liganda za ER oslobaĊa receptor iz inhibitornog kompleksa sa 
proteinima toplotnog šoka, nakon ĉega receptori dimerizuju i vezuju za specifiĉne 
responsivne elemente poznatije kao estrogen responsivni elementi (ERE) locirane u 
promotorima ciljnih gena (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). Receptori koji su vezani za DNK 
su u kontaktu sa glavnim transkripcionim aparatom direktno ili indirektno preko 
kofaktorskih proteina, od kojih je nekoliko identifikovano, ukljuĉujući SRC-1, GRIP1, 
AIB1, CBP/p300, TRAP220, PGC-1, p68 RNA helikazu i SRA (Hall i sar., 2001). 
Zavisno od konteksta ćelije i promotora, receptor koji je vezan za DNK pokazuje 
pozitivan ili negativan efekat na ekspresiju ciljnih gena (Hall i sar., 2001). 
MeĊutim, pojavili su se dokazi o signalnim putevima koji odstupaju od ovog 
klasiĉnog modela i sada je prihvaćeno da estrogeni receptori mogu da regulišu ekspresiju 
gena brojnim razliĉitim mehanizmima (Bjornstrom i Sjoberg, 2005) (Slika 4). 
 
 




Slika 4. Šematski prikaz mehanizama delovanja estradiola (E2) 
1. Klasiĉan (ERE-zavisni) mehanizam delovanja estrogena. Nuklearni E2-ER kompleks 
se direktno vezuje za ERE u promotorima ciljnih gena. 2. ERE-nezavisno genomsko 
delovanje. Nuklearni E2-ER kompleksi se vezuju protein-protein interakcijama za 
kompleks transkripcionih faktora (TF) koji je u kontaktu sa promotorom ciljnih gena. 3. 
Negenomsko delovanje estrogena. Membranski E2-ER kompleks aktivira kaskade 
proteinskih kinaza, što dovodi do promena funkcija proteina u citoplazmi, kao što je na 
primer aktivacija eNOS, ili regulaciji genske ekspresije preko fosforilacije (P) i aktivacije 
TF (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). 
 
1.2.1.2 ERE-nezavisni signalni mehanizmi delovanja estrogena 
 
Klasiĉan mehanizam delovanja estrogena obezbeĊuje objašnjenje regulacije gena 
u ĉijim promotorima se mogu pronaći funkcionalne sekvence sliĉne ERE (Hall i sar., 
2001). MeĊutim, studije koje su pokazale postojanje estradiol-ER indukcije gena koji 
oĉigledno nemaju sekvence sliĉne ERE, dovele su do otkrića da ER vezan za agonist 
moţe takoĊe da dovede do regulacije gena u odsustvu direktnog vezivanja za DNK (Hall i 
sar., 2001), tako što modulira funkciju drugih klasa transkripcionih faktora preko protein-
protein interakcija u nukleusu (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). Interakcija ER sa 
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aktivatornim proteinom-1 (AP-1), kompleksom transkripcionih faktora, je tipiĉan primer 
takvog ERE-nezavisnog genomskog delovanja (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). Pored toga, 
brojni estrogen-responsivni geni koji nemaju ERE sadrţe ERE polu-mesta, ili vezujuća 
mesta za „orfan“ nuklearni hormon receptor SF-1 (SF-1 responsivni elementi (SFRE)) 
koja sluţe kao direktna vezujuća mesta za ER (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). 
 
1.2.2 Negenomski efekti estrogena 
 
Klasiĉni ili “genomski” mehanizam delovanja estrogena se obiĉno ostvaruje u 
toku nekoliko sati (Deroo i Korach, 2006). MeĊutim, primećeno je da estrogeni mogu da 
deluju mnogo brţe, u intervalu od nekoliko sekundi ili minuta (Deroo i Korach, 2006). 
Uzimajući u obzir to da brzina aktivacije ĉini da je modulacija genske transkripcije manje 
verovatna i da ovi brzi efekti nisu blokirani inhibitorima proteinske ili RNK sinteze, ovi 
ekstranuklearni mehanizmi se obiĉno nazivaju nenuklearni ili negenomski efekti 
estrogena (Ho i Liao, 2002). Pretpostavlja se da estrogeni mogu ostvariti svoje 
negenomske efekte preko formi ER na površini ćelije koje su povezane sa unutarćelijskim 
proteinima signalne transdukcije (Hall i sar., 2001). 
Negenomsko delovanje 17β-estradiola ukljuĉuje mobilizaciju unutarćelijskog 
kalcijuma (Improta-Brears i sar., 1999) i stimulaciju aktivnosti adenilat ciklaze i 
produkciju cAMP-a (Aronica i sar., 1994). Aktivacija MAPK signalnog puta od strane 
17β-estradiola je dosta izuĉavana u nekoliko ćelijskih linija, ukljuĉujući ćelije kancera 
dojke, endotelijalne, koštane i ćelije neuroblastoma (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). 17β-
estradiol takoĊe aktivira signalni put PI3K u endotelijalnim ćelijama (Chen i sar., 1999), 
ćelijama kancera dojke (Castoria i sar., 2001), ćelijama jetre (Marino i sar., 2002), 
kardiomiocitima (Patten i sar., 2004) i ćelijama uterusa (Kazi i sar., 2009). 
Još uvek je nejasno da li pretpostavljeni membranski ER nalikuje jednoj ili 
obema unutarćelijskim formama. Neki autori su sugerisali da u negenomskim efektima 
estrogena uĉestvuje subpopulacija klasiĉnih ER, ERα i ERβ, koji su locirani u plazma 
membrani (Bjornstrom i Sjoberg, 2005). U endotelnim ćelijama, kao i u drugim tipovima 
ćelija, ER su pronaĊeni u kaveolama, malim invaginacijama plazma membrane, gde 
aktiviraju endotelijalnu sintazu azot oksida (eNOS) preko fosforilacije u kojoj posreduje 
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proteinska kinaza (Kim i sar., 1999; Chambliss i sar., 2002). MeĊutim, dosta podataka 
dobijenih o strukturi dve poznate nuklearne forme ER jasno ukazuju da nijedan od njih 
nije transmembranski protein (Hall i sar., 2001), pa sposobnost ERα da se veţe za plazma 
membranu moţe biti ostvarena zahvaljujući palmitoilaciji receptora (Bjornstrom i 
Sjoberg, 2005). 
 
1.2.3 Efekti estradiola u uterusu, srcu i jetri 
 
Uterus ima centralnu ulogu u reprodukciji. Uterus glodara kao i humani, podleţe 
cikliĉnim promenama rasta i degeneracije (Groothuis i sar., 2007). U polno zrelom 
uterusu, estrogeni stimulišu kompleksne procese proliferacije i diferencijacije epitela, koji 
vode formiranju višeslojnog sekretornog endometrijuma (Couse i sar., 2006). Ovaj efekat 
je kritiĉan za obezbeĊivanje intrauterine sredine za uspostavljanje i odrţavanje trudnoće 
(Couse i sar., 2006). Odgovor uterusa ovarijektomisanih glodara na estradiol je dobro 
izuĉen i obiĉno se opisuje kao bifazni (Couse i Korach, 1999). Prvu fazu ĉine efekti koji 
su vidljivi u prvih 6 h nakon tretmana estrogenom. Ovo ukljuĉuje metaboliĉke odgovore 
kao što su povećana imbibicija vode, povećana vaskularna permeablinost i hiperemija, 
oslobaĊanje prostaglandina, metabolizam glukoze i infiltracija eozinofila (Couse i 
Korach, 1999). U ovoj fazi se javlja i serija biosintetiĉkih odgovora koji ukljuĉuju 
povećanu aktivnosti RNK polimeraze i hromatina, sintezu proteina i lipida i povećanje 
glukozo-6 fosfat dehidrogenaze (Couse i Korach, 1999). Ove promene su praćene 
odloţenim odgovorom, koji je najjaĉi 24-72 sata nakon tretmana. Druga faza odgovora 
ukljuĉuje dramatiĉno povećanje sinteze RNK i DNK, proliferaciju i diferencijaciju 
epitela, dramatiĉno povećanje teţine uterusa i dalju ekspresiju gena (Couse i sar., 2006). 
Ovo mitogeno i stimulatorno delovanje estradiola u uterusu je kompleksan proces koji 
ukljuĉuje povećanje RNK polimerazne i ribozomalne aktivnosti, što rezultuje u regulaciji 
velikog broja gena (Couse i Korach, 1999). 
Uĉestalost kardiovaskularnih bolesti je niska kod ţena pre menopauze ali se 
znaĉajno povećava nakon menopauze (poklapajući se sa incidencom kod muškaraca), što 
sugeriše da estrogeni štite ţenski kardiovaskularni sistem (Deroo i Korach, 2006). 
MeĊutim, iako je godinama supstituciona terapija estrogenima (HRT, eng. hormone 
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replacement therapy) prepisivana ţenama u postmenopauzi kao zaštita od 
kardiovaskularnih bolesti, rezultati skorašnjih kliniĉkih ispitivanja ukazuju da bi ovakav 
tretman mogao imati negativne kardiovaskularne konsekvence, taĉnije povišeni rizik za 
venski tromboembolizam ili srĉani udar (Farquhar i sar., 2009). TakoĊe HERS (eng. heart 
and hestrogen/progestin heplacement study) studija nije uspela da pokaţe znaĉajne 
protektivne efekte HRT kod starijih ţena sa koronarnom arterijskom bolešću u 
postmenopauzi, i pokazala je potencijalne štete ukoliko je tretman poĉeo kasno 
(Herrington i sar., 2002). Moguće objašnjenje ovako velike razlike izmeĊu opservacionih 
i randomizovanih kontrolisanih studija je dato u takozvanoj „tajming hipotezi“, prema 
kojoj efekat HRT na kardiovaskularni sistem zavisi od vremena poĉetka terapije (Vitale i 
sar., 2010). 
Podaci dobijeni iz animalnih modela i kliniĉkih studija podrţavaju protektivnu 
ulogu estrogena u regulaciji nivoa lipida i holesterola, direktne efekte na vaskularnim 
ćelijama i oporavak od vaskularnih oštećenja (Deroo i Korach, 2006). Opisani su brojni 
direktni efekti estrogena na vaskularno tkivo, meĊu kojima su negenomska vazodilatacija 
koja nastaje kao posledica efekta estrogena na funkciju jonskih kanala (Valverde i sar., 
1999) i sintezu NO (Chen i sar., 1999) i regulacija gustine AT1 (eng. angiotensin 
receptor 1) receptora na VSMC (eng. vascular smooth muscle cell) (Nickenig i sar., 
1998). Genomski efekti estrogena ukljuĉuju promene u ekspresiji gena i proteina u 
vaskularnim ćelijama i dovode do poboljšanja endotelijalne funkcije i odgovora krvnih 
sudova na povredu i razvoj ateroskleroze (Mendelsohn, 2002). 
Hipertrofija leve komore (LVH, eng. left ventricular hypertrophy) srca je 
nezavisan faktor rizika za razliĉite kardiovaskularne ishode kao što su infarkt i srĉana 
insuficijencija (Kim i Levin, 2006). Ţene u premenopauzi imaju manju uĉestalost LVH 
nego muškarci njihovih godina (Agabiti-Rosei i Muiesan, 2002), a HRT sa estradiolom 
uklanja LVH kod ţena u postmenopauzi (Modena i sar., 1999; Miya i sar., 2002). 
Asocijacija ER sa PI3K igra vaţnu zaštitnu ulogu u ishemijsko-reperfuzijskom oštećenju 
srca (Kim i Levin, 2006). Ova oštećenja su vezana za gubitak kardiomiocita apoptozom, 
verovatno kao posledica kombinacije znaĉajnih ishemijskih opterećenja i oksidativnog 
stresa od reperfuzije (Kim i Levin, 2006). U animalnom modelu infarkta miokarda je 
pokazano da estradiol štiti srce tako što redukuje veliĉinu infarkta i smanjuje apoptozu 
kardiomiocita aktivacijom PI3K/Akt puta (Patten i sar., 2004). U in vitro simuliranom 
modelu ishemije/reperfuzije (I/R), estradiol doprinosi redukciji apoptoze kardiomiocita i 
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u to je ukljuĉena aktivacija PI3K/Akt puta (Kim i sar., 2006). Oksidativni stres i stvaranje 
ROS koje se dešava nakon koronarne reperfuzije se smatra mogućim okidaĉem apoptoze 
kardiomiocita (Zhao, 2004). Sposobnost estradiola/ER da se odupru takvim redoks 
intermedijerima je verovatno kljuĉna komponenta opšte protekcije. Pored toga, estradiol 
modulira p38 MAPK, kinazu koja je vaţna u sudbini ćelije u stresu (Kim i Levin, 2006). 
p38α je eksprimirana u srcu, u ishemiji je pozitivno regulisana i smatra se da indukuje 
apoptozu, dok p38β, koja se takoĊe nalazi u kardiomiocitima, obiĉno ima antiapoptotsku 
funkciju (Kim i Levin, 2006). Kim i saradnici su pokazali da in vitro, u uslovima I/R, 
estradiol aktivira PI3K, što je povezano sa supresijom ROS i pozitivnom regulacijom 
p38β, a vodi negativnoj regulaciji p38α i preţivljavanju ćelija (Kim i sar., 2006). 
Deo pozitivnih efekata estrogena na funkciju i reaktivnost kardiovaskularnog 
sistema, dolazi od efekata specifiĉnih za jetru, kojima se reguliše nivo serumskih lipida – 
holesterola (Nilsson i Gustafsson, 2002). Apolipoprotein(a), koji je glavna komponenta 
aterogenog lipoproteina(a), je negativno regulisan estrogenima na nivou eskpresije iRNK 
u jetri, što rezultuje smanjenjem lipoproteina(a) u cirkulaciji (Zysow i sar., 1997).  
Studije na „nokaut“ miševima kojima je uklonjen gen za ER (ERKO) ili 
aromatazu (ArKO), su pokazale glukoznu intoleranciju i lipidne abnormalnosti kao 
posledicu estrogenske rezistencije ili insuficijencije (Nilsson i Gustafsson, 2002). ArKO 
miševi su razvili insulinsku rezistenciju u jetri, koja je rezultovala razvojem 
hiperglikemije u gladovanju i glukozne intolerancije (Takeda i sar., 2003). TakoĊe, u jetri 
ovih miševa je ekspresija enzima ukljuĉenih u β oksidaciju masnih kiselina redukovana 
(Nemoto i sar., 2000), dok je povećana ekspresija lipogenih gena, kao što su sintaza 
masnih kiselina i acetil koenzim A karboksilaza (Hewitt i sar., 2004). Kada su ţivotinje 
tretirane estradiolom, poremećena ekspresija gena se vratila pribliţno na normalnu, a 
steatoza jetre se izgubila (Nemoto i sar., 2000; Hewitt i sar., 2004). Sve navedene studije 
pokazuju koliko je znaĉajna ulogu estrogena u regulaciji energetskog metabolizma u jetri. 
 
1.2.4 Efekti estradiola na delovanje insulina 
 
Mnoge kliniĉke studije su sugerisale vezu izmeĊu estrogena i insulinske 
senzitivnosti (Xie i sar., 2003). Kao što je pregledno dato u radu Godslanda i sar. 
(Godsland, 2005), dugo se smatralo da estrogeni imaju negativan uticaj na metabolizam 
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ugljenih hidrata. Šezdesetih godina prošlog veka primećeno je da se glukozna tolerancija 
pogoršava kod ţena koje su uzimale oralne kontraceptive sa visokom dozom estrogena. 
Pogoršanje glukozne tolerancije je potvrĊeno i kod upotrebe oralnih kontraceptiva sa 
niskom dozom estrogena kao i u nekim sluĉajevima supstitucione terapije estrogenima u 
postmenopauzi. U skladu sa tim pretpostavljalo se da estrogeni imaju negativan efekat na 
metabolizam ugljenih hidrata, i da se kod njihove upotrebe moţe oĉekivati odgovarajuće 
povećanje u incidenci dijabetesa. MeĊutim, dve studije koje su se bavile efektima 
estradiola na kardiovaskularne bolesti „Heart Estrogen Progestin Replacement Study“ i 
„Women’s Health Initiative“ su, neoĉekivano, pokazale znaĉajno niţu incidencu 
dijabetesa kod ispitivanih ţena. Pokazalo se da su efekti estrogena na metabolizam 
karbohidrata mnogo kompleksniji nego što se to mislilo (Godsland, 2005). 
Povišeni nivoi polnih steroida koji su vezani za normalan pubertet, trudnoću i 
lutealnu fazu menstrualnog ciklusa su povezani sa smanjenjem insulinske senzitivnosti i 
izgleda da je ovaj efekat ograniĉen na periferni metabolizam glukoze (Livingstone i 
Collison, 2002). TakoĊe, pokazano je da se kod ţena koje koriste oralne kontraceptive 
ĉešće razvija insulinska rezistencija (Godsland i sar., 1992). S druge strane, pokazano je 
da supstituciona terapija estrogenima poboljšava glukoznu homeostazu kod ţena u 
postmenopauzi sa dijabetesom tip II (Andersson i sar., 1997). TakoĊe, poznato je da ţene 
sa policistiĉnim ovarijalnim sindromom imaju povećani rizik da razviju poremećenu 
toleranciju na glukozu kao i dijabetes tip II. Kod ovog sindroma je karakteristiĉna 
insulinska rezistencija koja se i smatra odgovornom za razvoj dijabetesa tipa II (Ehrmann 
i sar., 1995).  
Iz svega navedenog moţe se pretpostaviti da je nivo hormona vaţan u 
odreĊivanju da li će njegov efekat na insulinsku senzitivnost biti pozitivan ili negativan 
(Livingstone i Collison, 2002). Fiziološki nivoi estrogena verovatno imaju ulogu u 
odrţavanju normalne insulinske senzitivnosti (Livingstone i Collison, 2002), dok veoma 
visoke koncentracije vode smanjenju insulinske senzitivnosti (Muraki i sar., 2006). Ovi 
rezultati zajedno sa podacima o supstitucionoj terapiji i suprafiziološkim dozama polnih 
steroida, sugerišu da postoji „fiziološki prozor“ za delovanje polnih steroida na insulinsku 
senzitivnost (Livingstone i Collison, 2002). 
Odsustvo ţenskih steroidnih hormona kod ovarijektomisanih ţenki pacova 
izgleda vodi smanjenoj insulinskoj senzitivnosti i to je oĉigledno glavni efekat odsustva 
estradiola, pošto supstitucija hormona dovodi do potpunog vraćanja u normalno stanje 
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(Kumagai i sar., 1993). Suprafiziološke doze su izazvale isti ili još izraţeniji efekat 
(Gonzalez i sar., 2002a). Ovo pokazuje da visoke doze hormona izazivaju smanjenje 
karbohidratnog metabolizma i smanjenje insulinske senzitivnosti i ukazuje na veliku 
vaţnost doze i koncentracije estrogena u pogledu metabolizma glukoze u HRT kod ţena u 
menopauzi i kod ţena koje uzimaju oralne kontraceptive (Gonzalez i sar., 2002a). 
Rezultati Nagira i sar. (Nagira i sar., 2006), pokazuju da je tretman fiziološkom 
koncentracijom estradiola pojaĉao ulazak glukoze u 3T3L1 adipocite indukovan 
insulinom, dok ga je visoka koncentracija estradiola inhibirala. Ovi rezultati su u skladu 
sa kliniĉkim ispitivanjima da je incidenca dijabetesa tipa 2 povećana kod ţena nakon 
menopauze kao i da se insulinska rezistencija dešava kod ţena u kasnoj trudnoći (Nagira i 
sar., 2006). 
Polni steroidi, svojim efektima na aktivnost lipoproteinske lipaze, mogu da 
moduliraju delovanje insulina i da utiĉu na distribuciju masti u organizmu (Livingstone i 
Collison, 2002). Tretman pacova farmakološkim dozama estrogena dovodi do redukcije 
aktivnosti lipoprotein lipaze u adipoznom tkivu, dok su aktivnosti ovog enzima u srcu i 
dijafragmi povećane (Wilson i sar., 1976). Drugim reĉima, egzogeni estrogeni u visokim 
dozama, pomeraju fluks triacilglicerola iz skladištenja u adipoznom tkivu, ka korišćenju u 
skeletnim mišićima, što je anti-insulinsko delovanje (Livingstone i Collison, 2002). U 
visceralnom adipoznom tkivu situacija je nešto drugaĉija. Visceralni adipociti imaju 
relativno viši nivo lipolize u poreĊenju sa subkutanim adipocitima i pokazuju relativno 
slabu responsivnost na insulin, i u pogledu njegovog antilipolitiĉkog efekta i u pogledu 
efekta na ulazak glukoze u ćelije (Johnson i sar., 2001). Neesterifikovane masne kiseline 
koje se oslobaĊaju kao rezultat lipolize u visceralnom adipoznom tkivu su ukljuĉene u 
razvoj insulinske rezistencije u jetri (Livingstone i Collison, 2002). Poznato je da terapija 
estrogenima kod ţena u postmenopauzi dovodi do smanjenja visceralnog adipoznog 
tkiva, pa se moţe zakljuĉiti da estrogeni u fiziološkim dozama, ili kao supstituciona 
terapija, imaju protektivan efekat u pogledu spreĉavanja akumulacije visceralnog masnog 
tkiva kod ţena (McCarty, 2001). 
Efekat estrogena na sekreciju insulina i uĉestalost dijabetesa se donekle moţe 
pratiti prouĉavanjem promena koje nastaju u menopauzi, kao i promena tokom korišćenja 
oralnih kontraceptiva. MeĊutim, efekat menopauze kod ţena je teţak za interpretaciju, 
zbog promena u organizmu koje su vezane za menopauzu i razlika u starosti izmeĊu ţena 
u pre- i postmenopauzi (Godsland, 2005). 
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Istraţivanja su pokazala da menopauza moţe da utiĉe na sekreciju insulina, ali 
tako da se to ne odraţava na nivo glukoze ili insulina (Godsland, 2005). Prouĉavane ţene 
u pre i postmenopauzi su imale sliĉne nivoe glukoze i insulina, meĊutim, ţene u 
postmenopauzi su produkovale 50% manje insulina, ali su ga sporije i eliminisale, ĉime je 
kompenzovana redukcija u sekreciji i odrţan je nivo insulina (Walton i sar., 1993). 
Literaturni podaci ukazuju na to da u ostrvcima pankreasa postoji vezivanje estrogena za 
receptor, kao i direktan efekat na sekreciju insulina, meĊutim ostrvca pokazuju povećanu 
sekreciju samo kada su izolovana iz ţivotinja koje su tretirane estradiolom, dok 
inkubacija izolovanih ostrvaca sa estrogenom ne daje efekat na produkciju insulina 
(Godsland, 2005). 
Pored direktnog efekta na β ćelije pankreasa, estrogeni mogu da utiĉu na 
sekreciju insulina i posredno, svojim efektima na druge hormone. Literaturni podaci 
pokazuju da estrogeni mogu da povećaju sadrţaj progesteronskog receptora u pankreasu, 
mogu da indukuju povećanje aktivnosti glukokortikoida i hormona rasta, kao i da dovedu 
do smanjenja sekrecije i senzitivnosti na glukagon (Godsland, 2005). Svi ovi efekti u 
nekim sluĉajevima mogu da imaju dugoroĉne pozitivne efekte na sekreciju insulina i 
zaštitu funkcije β ćelija (Godsland, 2005). 
Molekularni mehanizam odgovoran za vezu izmeĊu estradiola i insulinske 
senzitivnosti je još uvek nejasan (Gonzalez i sar., 2003). In vitro istraţivanja su pokazala 
da visoke koncentracije estrogena mogu da inhibiraju humani gen za IR (Garcia-
Arencibia i sar., 2005b). Ova inhibicija je regulisana transkripcionom represijom ovog 
gena i izaziva ćelijsku insulinsku rezistenciju u smislu opstanka ćelija, sinteze DNK, 
transporta glukoze i glukozne oksidacije (Garcia-Arencibia i sar., 2005b). In vivo, 
estradiol deluje na ekspresiju gena za IR, na koliĉinu ovog receptora na membrani i na 
nivo fosforilacije ovog proteina i ovaj efekat je izgleda dozno i vremenski zavisan 
(Gonzalez i sar., 2002a). 
In vitro istraţivanja su pokazala da estradiol moţe da poveća ekspresiju i 
fosforilaciju IRS-1 u ćelijama humanog kancera dojke ili da moţe da smanji insulinom 
stimulisani transport glukoze smanjujući koncentraciju IRS-1 u 3T3L1 adipocitima 
(Gonzalez i sar., 2003). In vivo, kada je koncentracija estradiola u plazmi sliĉna onoj u 
ranoj trudnoći, IRS-1 je pozitivno regulisan i povećava se insulinska senzitivnost u 
perifernim tkivima (skeletni mišići i adipozno tkivo) (Gonzalez i sar., 2001). MeĊutim, 
kada je koncentracija estradiola u plazmi kao u kasnoj trudnoći, IRS-1 je negativno 
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regulisan, smanjujući insulinsku senzitivnost u perifernim tkivima (Gonzalez i sar., 2001). 
Estrogen indukuje ekspresiju IRS-2 u ćelijama karcinoma dojke (Choi i sar., 2005). 
Kod ovarijektomisanih pacova, koliĉina GLUT1 proteina u krvno-moţdanoj 
barijeri je povećana nakon tretmana estradiolom (Shi i Simpkins, 1997). U uterusu pacova 
tretman estradiolom je izazvao višestruko povećanje koliĉine GLUT1 proteina i ulazak 
glukoze u ćelije (Welch i Gorski, 1999). Razliĉite studije pokazuju da estradiol uĉestvuje 
u ekspresiji i translokaciji GLUT4, ali mehanizam kojim estradiol reguliše GLUT4 ostaje 
nejasan (Barros i sar., 2006). 
Interesantna je interakcija koju ova dva hormona mogu da ostvare preklapanjem 
svojih signalnih puteva. Naime, zna se da estradiol svojim negenomskim delovanjem 
aktivira signalni put PI3K (Bjornstrom i Sjoberg, 2005), pa na taj naĉin koristi deo istog 
signalnog puta kao insulin.  
 






Razliĉita kliniĉka istraţivanja i eksperimentalni podaci ukazuju na interakcije 
insulina i estradiola, najznaĉajnijeg estrogenog hormona, u regulaciji metabolizma 
ugljenih hidrata. Fiziološki uslovi u kojima je koncentracija estrogena znaĉajno 
promenjena imaju oĉigledan efekat na metabolizam ugljenih hidrata, lipida i 
intermedijerni metabolizam, a takoĊe imaju za posledicu i modifikaciju osetljivosti tkiva 
na insulin. 
Cilj ove studije je komparativna analiza efekata estradiola na molekule signalnog 
puta insulina u jetri, uterusu i srcu. S jedne strane praćeni su efekti estradiola u jetri i 
uterusu kao glavnim ciljnim tkivima ova dva hormona. S druge strane su praćeni efekti u 
srcu, kao ciljnom tkivu u kome oba hormona ostvaruju znaĉajne efekte.  
Polazna hipoteza studije je da su efekti estradiola na signalni put  insulina tkivno 
specifiĉni i da imaju razliĉite fiziološke konsekvence u razliĉitim tkivima. Hipoteza je 
zasnovana na literaturnim podacima koji govore o tome da (1) estradiol menja 
biohemijske parametre (npr. koncentraciju slobodnih masnih kiselina) koji utiĉu na 
insulinsku senzitivnost, a u pojedinim tkivima (2) reguliše iste procese koje reguliše i 
insulin, (3) reguliše transkripciju gena za molekule signalnog sistema insulina (npr. IR i 
IRS-1) i (4) za ostvarivanje negenomskih efekata koristi iste signalne puteve kao i insulin. 
Ova studija treba da doprinese definisanju molekula i procesa u signalnom 
sistemu insulina na koje estradiol ostvaruje efekat koji za posledicu ima promenu u 
insulinskoj senzitivnosti tkiva i promenu u regulaciji ćelijskih procesa kontrolisanih 
insulinom. TakoĊe, poreĊenje efekata estradiola na insulinski signalni sistem u jetri, 
uterusu i srcu treba da doprinese odgovoru na pitanje da li su ovi efekti tkivno specifiĉni. 









Sve hemikalije korišćene u ovom radu su p.a. stepena ĉistoće.  
Za odreĊivanje koncentracije insulina u plazmi korišćen je RIA kit, proizvod 
firme INEP (Zemun, Srbija). Svinjski insulin je proizvod firme Galenika (Zemun, Srbija).  
Za odreĊivanje koncentracije proteina metodom BCA (eng. bicinchoninic acid) 
korišćeni su reagensi firme Pierce (Rockford, IL, USA).  
Od firme Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA) su nabavljene sledeće hemikalije: 
17β-estradiol, insulin, protein A-sefaroza, albumin goveĊeg seruma (BSA), natrijum 
dodecil sulfat (SDS), fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF), Tween-20, natrijum fluorid, 
natrijum pirofosfat, natrijum ortovanadat, β-merkaptoetanol, etilendiamino tetrasirćetna 
kiselina (EDTA), Triton X-100, akrilamid i bisakrilamid. 
Od firme SERVA electrophoresis (Heidelberg, Germany) su nabavljene sledeće 
hemikalije: Tris baza, glicin, aprotinin i N,N,N’,N’-tetrametilendiamin (TEMED). 
U „Western blot“ analizi i imunoprecipitaciji korišćena su sledeća antitela: zeĉije 
poliklonsko antitelo na IR, IRS-1, IRS-2, Akt, fosfo-Akt (Ser
473
) i sekundarno anti-mišje 
antitelo, koja su produkti Santa Cruz Bitechnology (Santa Cruz, CA, USA). Monoklonsko 
mišje antitelo na p85 i anti-fosfotirozinsko antitelo PY20 su proizvodi firme BD 
Biosciences (San Jose, CA, USA). Poliklonsko anti-Shc antitelo je proizvod firme 
Upstate (Charlottesville, VA, USA). Monoklonsko mišje anti-aktin antitelo i sekundarno 
anti-zeĉije antitelo su produkti firme Sigma–Aldrich Corporation (St. Louis, MO, USA).  
Za izolaciju RNK je korišćen Trizol, proizvod firme Invitrogen Corporation 
(Carlsbad, CA, USA). Sve hemikalije korišćene za reverznu transkripciju i lanĉanu 
polimeraznu reakciju (PCR), kao što su First Strand cDNA Synthesis Kit, rekombinantna 
Taq polimeraza, dNTP, 10x PCR buffer i “prajmeri”, su nabavljene od firme Fermentas 
(Vilnius, Lithuania). 
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Proteinski marker, ProteinPlus Prestained Ladder, kao i DNK marker, GeneRuler 
DNA Ladder su produkti firme Fermentas (Vilnius, Lithuania). 
Ţivotinje su hranjene standardnom hranom za ishranu laboratorijskih pacova 
firme Veterinarski zavod “Subotica” (Subotica, Srbija). 
 
3.1.2 Eksperimentalne životinje 
 
U eksperimentima su korišćene ţenke pacova soja Wistar (starosti 2-2,5 meseca, 
teţine 200-250 g). Ţivotinje su gajene u standardnim laboratorijskim uslovima (na 
temperaturi od 22°C i svetlosnom reţimu 12 h svetlo/12 h mrak, sa slobodnim pristupom 
hrani i vodi) u Institutu za nuklearne nauke „Vinĉa“. Rad sa eksperimentalnim 
ţivotinjama je odobren od strane Etiĉkog komiteta za upotrebu eksperimentalnih ţivotinja 
Instituta za nuklearne nauke “Vinĉa”. 
Sve ţivotinje su dve nedelje pre ţrtvovanja anestezirane kombinacijom ketamina 
(40 mg/kg) i ksilazina (5 mg/kg) i ovarijektomisane, ĉime su izbegnute varijacije u nivou 
estrogena. Ţivotinje su podeljene u dve eksperimentalne grupe: kontrolne (OVX) i 
ţivotinje tretirane estradiolom (E2). Nakon gladovanja preko noći, ţivotinje su dobile 
injekciju estradiola intraperitonealno (20 µg/kg telesne mase) i ţrtvovane su 6 sati nakon 
injeciranja. Vreme davanja estradiolske injekcije je izabrano na osnovu rezultata drugih 
autora (Richards i sar., 1996; Richards i sar., 1998; Richards i sar., 2001) i optimizovano 
je tako da se uoĉi pik promena u sadrţaju proteina, iRNK i funkcije signalnih molekula 
insulina. Kontrolne ţivotinje su primile 0.14 M NaCl sa 1% etanolom u kome je rastvaran 
hormon.  
Sadrţaj proteina insulinskih signalnih molekula je odreĊivan bez dodavanja 
egzogenog insulina. MeĊutim, fosforilacija molekula insulinskog receptora, IRS i Akt, 
kao i asocijacija IRS sa p85, su odreĊivani u uslovima stimulacije insulinom, da bi se 
efekti estradiola doveli u kontekst insulinskog signalnog puta. Naime, ovi molekuli, 
odnosno njihove fosforilacije i asocijacije, su takoĊe integralni deo signalnih puteva nekih 
faktora rasta i citokina. Za ove eksperimente, ţivotinje (i kontrolna i grupa tretirana 
estradiolom) su injecirane intraperitonealno insulinom (20 IU po ţivotinji) 30 minuta pre 
ţrtvovanja (Giorgino i sar., 1999).  
 




3.2.1 Priprema uzoraka tkiva 
 
Nakon gladovanja preko noći, ţivotinje su ţrtvovane dekapitacijom. Krv je 
sakupljena u staklene epruvete u kojima se kao antikoagulans nalazio 6% EDTA i 
centrifugirana 10 min na 3000 rpm u kliniĉkoj centrifugi (Tehnica LC-321). Nakon 
centrifugiranja, plazma je prebaĉena u plastiĉne epruvete i ĉuvana na -20°C do 
odreĊivanja koncentracije estradiola, insulina i slobodnih masnih kiselina. 
Nakon dekapitacije, tkiva (jetra, srce i uterus) su izmerena, iseckana, pulovana i 
homogenizovana na ledu u puferu za homogenizovanje (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 
1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100) kome su dodati proteazni inhibitori 
(2 mM PMSF,
 
10 µg/ml leupeptin, i 10 µg/ml aprotinin) i fosfatazni inhibitori
 
(100 mM 
natrijum fluorid, 10 mM natrijum pirofosfat i 2 mM
 
natrijum ortovanadat), korišćenjem 
Ultra-Turrax homogenizera (Dupont i sar., 1998). Homogenati su centrifugirani 20 
minuta na 600xg (Sorvall) na 4°C, a zatim su supernatanti centrifugirani 60 minuta na 
100000xg (Beckman Ti-50 rotor). Koncentracije proteina su odreĊene BCA metodom 
(Smith i sar., 1985). Supernatanti, koji predstavljaju ukupni ćelijski lizat, su korišćeni za 
„Western blot“ i imunoprecipitaciju. Uzorci koji su spremljeni za „Western blot“ su 
skuvani 5 min na 100°C u jednakoj zapremini 2xLaemmli pufera i ĉuvani u friţideru na -
20°C. 
 
3.2.2 Biohemijske analize 
3.2.2.1 OdreĊivanje koncentracije glukoze u krvi 
 
Koncentracija glukoze je odreĊivana u punoj krvi Accutrend glukozometrom 
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3.2.2.2 OdreĊivanje koncentracije insulina u plazmi 
 
Koncentracija insulina u plazmi je odreĊena RIA metodom, korišćenjem 
pacovskih standarda. Ova metoda se zasniva na kompetitivnom vezivanju insulina iz 
uzorka i radioaktivno obeleţenog insulina za odreĊene epitope na specifiĉnim anti-
insulinskim antitelima, pri ĉemu nastaju obeleţeni i neobeleţeni imunokompleksi. 
Kompleksi se taloţe imunoadsorbentom, pri ĉemu se u talogu dobijaju sekundarna 
antitela sa vezanim insulinom i polietilenglikol, a u teĉnoj fazi zaostaju slobodni insulin i 
slobodna antitela. Koncentracija insulina u uzorcima se odreĊuje merenjem 
radioaktivnosti taloga i uporeĊivanjem sa standardnom krivom, koja je dobijena pomoću 
standarda precizno definisane koncentracije insulina u rasponu od 0,3 do 300 mIU/l. 
Konkretno, standardi i uzorci plazme su inkubirani sa 
125
I-insulinom 20 h na sobnoj 
temperaturi, nakon ĉega su nastali kompleksi inkubirani sa imunoadsorbentom 30 min na 
sobnoj temperaturi i centrifugirani 25 min na 3000xg. Radioaktivnost taloga je merena u 
toku 1 minuta u brojaĉu 1219 LKB. Senzitivnost eseja je 0.6 mIU/l, a unutrašnji 
koeficijent varijacije u eseju 5.24 %.  
 
3.2.2.3 OdreĊivanje koncentracije slobodnih masnih kiselina u plazmi 
 
Koncentracija slobodnih masnih kiselina u plazmi je odreĊena modifikovanom 
metodom po Duncombe-u (Duncombe, 1964). Ovo je kolorimetrijska metoda, koja se 
zasniva na tome da masne kiseline u hloroformu uz prisustvo odgovarajućeg reagensa 
(trietanolamin pufer i Cu(NO)3) grade soli bakra, koje u kontaktu sa 
dietilditiokarbamatom (DDC) grade kompleksno jedinjenje ţute boje, sa maksimumom 
apsorpcije svetlosti na talasnoj duţini od 436 nm. Ukratko, uzorak plazme je inkubiran sa 
hloroformom i trietanolaminskim puferom (1 M CH3COOH, 1 M TEA, 6.5% Cu(NO3)2) 
20 min na sobnoj temperaturi. Inkubaciona smeša je zatim centrifugirana 10 min/3000 
rpm u kliniĉkoj centrifugi (Tehtnica LC-321), nakon ĉega je srednji hloroformski sloj 
prenet u nove epruvete, inkubiran 20 min sa 0.2% DDC i merena je apsorbanca na 436 
nm (Ultrospec II, LKB). Standardna kriva je dobijena korišćenjem razliĉitih koncentracija 
palmitinske kiseline u rasponu od 0,25 mM do 2,5 mM. 
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3.2.2.4 OdreĊivanje koncentracije estradiola u plazmi 
 
Koncentracija estradiola u plazmi je odreĊena ELISA kitom. Ovaj esej se 
zasniva na principu kompetitivnog vezivanja izmeĊu estradiola iz uzorka i estradiola 
konjugovanog sa HRP (eng. horse radish peroxidase), za ograniĉenu koliĉinu zeĉijeg 
anti-estradiolskog antitela. U bunarićima obloţenim kozjim anti-zeĉijim IgG antitelima su 
inkubirani standardi ili uzorci sa konjugatom hormona i zeĉijim antitelima, 90 minuta na 
sobnoj temperaturi. Tokom inkubacije, ograniĉena koliĉina obeleţenog estradiola 
kompetira sa endogenim estradiolom u standardu ili uzorku za ograniĉen broj vezujućih 
mesta na specifiĉnom estradiolskom antitelu, pa se koliĉina konjugata koji je vezan za 
bunariće progresivno smanjuje što je veća koncentracija estradiola u uzorku. Nevezani 
konjugat je ispiranjem uklonjen iz bunarića i dodat je rastvor TMB (tetrametilbenzidin) 
reagensa koji nakon 20 minuta inkubacije na soboj temperaturi razvija plavu boju. 
Reakcija je zaustavljena dodavanjem 1 N HCl i merena je apsorbanca na 450 nm. 
Standardna kriva je dobijena korišćenjem razliĉitih koncentracija estradiola u rasponu od 
10 pg/ml do 1000 pg/ml. 
 
3.2.3 Određivanje koncentracije proteina  
 
Koncentracija proteina u uzorcima je odreĊena korišćenjem eseja BCA (Smith i 
sar., 1985). Ovo je kolorimetrijska metoda koja se zasniva na tome da proteini u  alkalnoj 




(biuretska reakcija), koje zatim reagens sa 
bicinhoniniĉnom kiselinom selektivno prepoznaje. Ruţiĉasto obojeni produkt ovog eseja 
se formira helacijom dva molekula BCA sa jednim jonom Cu
1+
. Apsorbanca se meri na 
562 nm i koncentracija proteina u uzorku se oĉitava sa standardne krive, koja je dobijena 
korišćenjem poznatih koncentracija BSA u rasponu 20 µg/ml do 2000 µg/ml.  
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3.2.4 SDS elektroforeza na poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE) 
 
Proteini izolovani iz jetre, srca i uterusa su razdvojeni po molekulskoj masi SDS- 
elektroforezom na poliakrilamidnom gelu (Laemmli, 1970). Denaturišuća poliakrilamidna 
gel elektroforeza se zasniva na disocijaciji i denaturaciji proteina u linearne polipeptidne 
lance uz pomoć anjonskog deterdţenta SDS-a (eng. sodium dodecyl sulfate). Uzorci (50 
µg proteina/bunariću) su naneti na 7.5% ili 10% SDS poliakrilamidni gel. Elektroforeza 
je trajala 60 minuta pri konstantnom naponu od 120 V, u aparatu Mini Protean 
Electrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Kao molekulski 
marker korišćen je ProteinPlus Prestained Ladder (Fermentas, Lithuania). 
 
3.2.5 „Western blot“ 
 
„Western blot“ je semikvantitativna tehnika koja se koristi za detekciju 
specifiĉnih proteina u uzorku. Nakon elektroforetskog razdvajanja, vrši se elektrotransfer 
proteina na nitroceluloznu ili PVDF (eng. polyvinyl difluoride) membranu na kojoj se 
specifiĉni proteini detektuju korišćenjem primarnih antitela specifiĉnih za ciljni protein i 
sekundarnih antitela koja su kuplovana sa enzimom ĉija aktivnost daje obojeni ili 
hemiluminiscentni produkt. 
Nakon elektroforeze je izvršen transfer proteina na PVDF membranu (Hybond-
P, membrana, veliĉine pora 0.45 µm, Amersham). Transfer je raĊen preko noći na 4°C, 
pri konstantnoj jaĉini struje od 80 mA u aparatu za mokri transfer (TransBlott Cell, 
BioRad). Membrane su inkubirane u puferu za blokiranje (5% rastvor BSA u TBST 
puferu, TBST pufer: 25 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween, pH 8,0) 1,5 h na sobnoj 
temperaturi. Membrane su zatim inkubirane sa primarnim antitelima na IR, IRS-1, IRS-2, 
p85, Akt, pAkt (Ser
473
) ili Shc, 1,5 h na sobnoj temeperaturi. Primarna antitela su 
razblaţena u TBST puferu u odnosu 1:1000. Nakon inkubacije sa primarnim antitelom, 
membrane su isprane TBST puferom i inkubirane 1,5 h sa sekundarnim antitelom. Za 
detekciju su korišćena odgovarajuća anti-zeĉija (razblaţenje 1:7500 u TBST) ili anti-
mišja (razblaţenje 1:2500 u TBST) sekundarna antitela kuplovana sa alkalnom 
fosfatazom. Po završetku inkubacije, membrane su ponovo isprane TBST puferom i zatim 
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inkubirane u mraku 5 min sa BCIP/NBT supstratom. Kombinacija NBT (eng. nitro-blue 
tetrazolium chloride) i BCIP (eng. 5-bromo-4-chloro-3’indolphosphate p-toluidine salt) 
daje intenzivni nerastvorljivi tamno-ljubiĉasti precipitat kada reaguje sa alkalnom 
fosfatazom. Radi kontrole jednakog unosa proteina u svim uzorcima, korišćeno je mišje 





Imunoprecipitacija je metoda detekcije i preĉišćavanja proteina korišćenjem 
nerastvorne smole (agaroza ili sefaroza) za koju je vezan protein A ili G, koji „hvata“ i 
precipitira imunokomplekse nastale inkubacijom uzorka sa specifiĉnim antitelom. Ko-
imunoprecipitacija omogućava detekciju protein-protein interakcija, indirektnim 
„hvatanjem“ proteina koji su u kompleksu sa specifiĉnim ciljnim proteinom. Naime, 
imunoprecipitacijom sa specifiĉnim antitelom se preĉisti ciljni protein koji sa sobom 
ponese i sve proteine sa kojima je u kompleksu, zatim se ovi imunokompleksi 
elektroforetski razdvoje i elektrotransferom prenesu na membranu, gde se vrši detekcija 
drugog proteina iz kompleksa klasiĉnom „Western blot“ metodom. 
Lizati jetre, srca i uterusa su inkubirani preko noći sa 1 µg antitela na IR, IRS-1 
ili IRS-2 (Richards i sar., 1996). Imunokompleksi su absorbovani sa protein A Sefarozom 
2 h na 4°C, centrifugirani, isprani i razdvojeni na SDS-PAGE gelu, a zatim preneti na 
PVDF membranu. Membrane su inkubirane sa anti-fosfotirozinskim ili anti-p85 
antitelom. Za detekciju su korišćena sekundarna anti-mišja antitela (razblaţenje 1:2500 u 
TBST) kuplovana sa alkalnom fosfatazom i BCIP/NBT supstrat. Kvantifikacija je 




Za odreĊivanje efekata tretmana na ekspresiju odreĊenih gena u srcu, korišćena 
je metoda reverzna transkripcija - lanĉana polimerazna reakcija (RT-PCR). Ukupna RNK 
izolovana iz tkiva je prevedena u cDNK koja je zatim amplifikovana korišćenjem 
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specifiĉnih “prajmera” za IR, IRS-1, IRS-2, p85, Akt ili tzv. „housekeeping“ gena 
gliceraldehid–3–fosfat–dehidrogenazu (GAPDH). 
 
3.2.7.1 Izolacija RNK 
 
Ukupna RNK je izolovana Trizol reagensom. 100 mg tkiva je homogenizovano u 
1 ml Trizola. Nakon centrifugiranja 10 minuta na 12000xg, talog je odbaĉen, a u 
supernatant je dodato 0,2 ml hloroforma na 1 ml supernatanta. Uzorci su inkubirani 5 
minuta na 30°C i ponovo cetrifugirani 10 min na 12000xg (Eppendorf centrifuga). 
Vodena faza je paţljivo skupljena i dodat je 3 M natrijum acetat pH 5 u odnosu 1:10. 
Nakon mešanja dodato je 2 volumena apsolutnog etanola i uzorak je ostavljen preko noći 
na -20°C da se precipitira. Nakon precipitacije, uzorak je centrifugiran 10 min na 
12000xg (Eppendorf centrifuga), odliven je supernatant i talog je ispran 75% etanolom. 
RNK je rastvorena u DEPC vodi i koncentracija je odreĊena spektrofotometrijski 
merenjem apsorpcije uzoraka na 260 nm. Stepen preĉišćenosti izolovane RNK je dobijen 
poreĊenjem odnosa A260/A280. 
Za proveru kvaliteta izolovane RNK raĊena je horizontalna elektroforeza na 
1,2% agaroznom gelu kome je dodat etidijum bromid. Elektroforeza je trajala 30 min pri 
konstantnoj voltaţi od 100 V.  
 
3.2.7.2 Reverzna transkripcija (RT) 
 
Za sintezu cDNK korišćen je First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) 
prema uputstvu proizvoĊaĉa. Jednake koliĉine ukupne RNK (2,5 µg) su denaturisane na 
70°C i reverzna transkripcija je izvedena inkubacijom sa 40 U enzima MMuLV reverzne 
transkriptaze na 37°C, u prisustvu oligo(dT)16 prajmera, dNTP-a, RiboLock 
ribonuleaznog inhibitora i 5x First Strand pufera. Ukupna zapremina reakcione smeše je 
bila 20 µl. Reakcija je prekinuta zagrevanjem na 70°C 10 min. Dobijene cDNK su ĉuvane 
na -20°C.  
 
 





Za semikvantitativni PCR, korišćeno je 2 µl cDNK što je ekvivalentno koliĉini 
od 250 ng ukupne RNK. Uzorci cDNK su amplifikovani korišćenjem Hot Start Taq DNK 
polimeraze (Fermentas) u Mastercycler Personal System PCR aparatu (Eppendorf, 
Hamburg, Germany). PCR smeša je sadrţala 0.25 µg cDNK, 1xTaq pufer, 0.2 mM dNTP 
mix, 2 mM MgCl2, 0.25 µM “prajmere” za IR, IRS-1, IRS-2, p85, Akt ili GAPDH i 2 U 
Taq polimeraze. Ukupna zapremina reakcione smeše je bila 25 µl. Uslovi za 
amplifikaciju su bili sledeći: inicijalna denaturacija 5 min na 94°C, denaturacija 45 s na 
94°C, vezivanje “prajmera” 1 min na temperaturi optimalnoj za svaki par “prajmera” 
(Tabela 1), ekstenzija 1 min na 72°C i finalna ekstenzija 7 min na 72°C. Broj ciklusa je 
optimizovan za svaki gen tako da se postigne amplifikacija u eksponencijalnoj fazi 
(Tabela 1).  
Produkti PCR reakcije su razdvojeni horizontalnom elektroforezom na 2% 
agaroznom gelu koji je sadrţao etidijum-bromid (0.5 µg/ml), u aparatu Mini SubCell 
(BioRad). Elektroforeza je trajala 30 minuta, pri konstantnoj voltaţi od 100 V. Gelovi su 
zatim fotografisani pod UV svetlom u aparatu GelDoc 1000 (Bio-Rad Laboratories, 
Hercules, CA, USA), a signali su kvantifikovani u programu ImageJ (NIH, USA). Kao 
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sense:  AGCCTGGCTGAGCAACCTTA 















sense:  ATATGAGCATGGATAGGCCC 























sense:   TCCCTCAAGATTGTCAGCAA 
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3.2.8 Statistička analiza 
 
Svi eksperimenti su ponovljeni tri puta, sa ukupno devet ţivotinja po grupi. 
Kvantifikacija rezultata dobijenih koimunoprecipitacijom i „Western blot“ 
metodom je izvršena denzitometrijski korišćenjem laserskog denzitometra (LKB, 
Uppsala, Sweden). Sve vrednosti su izraţene u odnosu na β aktin sa istog blota. 
Kvantifikacija rezultata dobijenih RT-PCR metodom je izvršena korišćenjem programa 
ImageJ (NIH, USA) i sve dobijene vrednosti su izraţene u odnosu na GAPDH iz istih 
uzoraka. Izmerene vrednosti optiĉke gustine su predstavljene kao procenat od 
odgovarajuće kontrole. 
Rezultati su izraţeni kao srednja vrednost ± standardna devijacija (S.D.). Za 
statistiĉku analizu je korišćen program SPSS (SPSS, Chicago, IL, USA). Statistiĉka 
znaĉajnost razlika izmeĊu dve grupe je odreĊena jednofaktorskom analizom varijanse 
(one-way ANOVA), sa graniĉnom vrednošću p<0,05.  
 






4.1 KONCENTRACIJA ESTRADIOLA 
Da bi se izbegle varijacije koncentracija endogenog estradiola u zavisnosti od 
faze ciklusa, kao i da bi se odvojio efekat estradiola od progesterona, sve ţivotinje 
korišćene u ovoj studiji su ovarijektomisane dve nedelje pre eksperimenta. Koncentracije 
estradiola u plazmi izmerene na dan eksperimenta su potvrdile da je kod OVX ţivotinja 
endogeni estradiol skoro potpuno uklonjen (Slika 5). Ţivotinje koje su primile injekciju 
estradiola 6 h pre eksperimenta su imale sliĉne vrednosti koncentracije ovog hormona kao 
i OVX ţivotinje (Slika 5). Ovaj rezultat je u skladu sa vremenskom kinetikom uklanjanja 
estradiola iz krvi koja je ranije pokazana eksperimentima sa radioaktivno obeleţenim 
hormonom (Jensen i Jacobson, 1962). U tom eksperimentu je pokazano da estradiol u 
krvi ima najveću koncentraciju odmah nakon injekcije, i da se već nakon 2 h vraća na 
bazalnu vrednost (Jensen i Jacobson, 1962). Tretman insulinom 30 min pre ţrtvovanja 
nije uticao na koncentraciju estradiola u plazmi, što je i oĉekivano. 
 
Slika 5. Koncentracija estradiola u plazmi kod kontrolnih i estradiolom tretiranih 
životinja. Sve ţivotinje su ovarijektomisane dve nedelje pre ţrtvovanja, a OVX+E2 
grupa je dobila injekciju estradiola (20 µg/kg, i.p.) 6 h pre ţrtvovanja. Rezultati su 
prikazani kao srednja vrednost ± S.D. 
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4.2 EFEKAT TRETMANA ESTRADIOLOM NA MASU UTERUSA 
 
Poznato je da je odgovor uterusa pacova na estradiol bifazni i da prvu fazu ĉine 
efekti koji su vidljivi u prvih 6 h nakon tretmana estrogenom (Couse i Korach, 1999). U 




Slika 6. Efekat tretmana estradiolom na masu uterusa. Rezultati su prikazani kao 
srednja vrednost ± S.D. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu dve grupe je odreĊena „one-
way ANOVA“ testom, sa graniĉnom vrednošću p<0,05. ** p<0,01 vs. OVX,*** p<0,001 
vs. OVX. OVX - ovarijektomija; E2 - estradiol; INS – insulin. 
 
Tretman estradiolom je doveo do statistiĉki znaĉajnog povećanja mase uterusa u 
poreĊenju sa kontrolom (p<0,001). Neoĉekivano, insulinski tretman je sam znaĉajno 
povećao masu uterusa (0,178±0,030 g vs 0,115±0,029 g; p<0,01) u poreĊenju sa OVX 
ţivotinjama. Još izraţenije povećanje mase uterusa vidi se kod ţivotinja koje su tretirane i 
estradiolom i insulinom (0,189 ± 0,033 g vs 0,115 ± 0,029 g; p<0,001) u poreĊenju sa 
OVX ţivotinjama (Slika 6). 
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4.3 EFEKAT TRETMANA ESTRADIOLOM NA KONCENTRACIJU 
INSULINA, GLUKOZE I SLOBODNIH MASNIH KISELINA  
 
S obzirom da su prethodna istraţivanja pokazala da tretman estradiolom reguliše 
metabolizam ugljenih hidrata (Van Pelt i sar., 2003) i  lipida (Jensen i sar., 1994), bilo je 
interesantno utvrditi da li je estradiol ukljuĉen i u regulaciju koncentracije insulina, 
glukoze i slobodnih masnih kiselina u plazmi. Biohemijske analize su uraĊene za sve 
eksperimentalne grupe, ţivotinje koje su dobile injekciju estradiola (20 µg/kg telesne 
teţine) intraperiotonealno, ţivotinje koje su osim estradiola dobile dodatnu injekciju 
insulina (20 IU po ţivotinji), kao i odgovarajuće kontrolne grupe. 
 
 
Slika 7. Efekat tretmana estradiolom na koncentraciju insulina. Rezultati su prikazani 
kao srednja vrednost ± S.D. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu dve grupe je odreĊena 
„one-way ANOVA“ testom, sa graniĉnom vrednošću p<0,05. Skraćenice su date u opisu 
uz sliku 6.  ** p<0,01 vs OVX. 
 
Nivo insulina u plazmi nije promenjen 6 h nakon injekcije estradiola. TakoĊe, 
koncentracija insulina nije promenjena ni kod ţivotinja koje su dobile oba hormona u 
poreĊenju sa kontrolnim ţivotinjama koje su tretirane samo insulinom. Oĉekivano, sam 
insulinski tretman je statistiĉki znaĉajno povećao koncentraciju insulina u plazmi 
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(586,48±31,82 mIU/l vs 51,25±15,76 mIU/l; p<0,01) u poreĊenju sa OVX ţivotinjama. 
Pored toga, koncentracija insulina u plazmi je statistiĉki znaĉajno povećana i kod 
ţivotinja koje su primile oba hormona u poreĊenju sa OVX ţivotinjama (506,7440,39 
mIU/l vs 51,2515,76 mIU/l; p<0,01) (Slika 7). 
U skladu sa rezultatom koji ukazuje da estradiol nije promenio koncentraciju 
insulina u plazmi, nivo glukoze u krvi nije promenjen nakon estradiolskog tretmana u 
poreĊenju sa kontrolom. U kombinaciji sa insulinskim tretmanom, estradiolski tretman 
takoĊe nije promenio koncentraciju glukoze u poreĊenju sa kontrolnim ţivotinjama koje 
su tretirane insulinom. MeĊutim, sam insulinski tretman je oĉekivano znaĉajno smanjio 
nivo glukoze (3,94±0,68 mmol/l vs 8,31±0,14 mmol/l; p<0,001) u plazmi u poreĊenju sa 
OVX ţivotinjama. Sliĉno kao i u sluĉaju koncentracije insulina, ţivotinje koje su dobile 
injekcije oba hormona su imale znaĉajno manju koncentraciju glukoze u krvi u poreĊenju 
sa OVX ţivotinjama (3,900,40 mmol/l vs 8,310,14 mmol/l; p<0,001) (Slika 8). 
 
 
Slika 8. Efekat tretmana estradiolom na koncentraciju glukoze. Rezultati su prikazani 
kao srednja vrednost ± S.D. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu dve grupe je odreĊena 
„one-way ANOVA“ testom, sa graniĉnom vrednošću p<0,05. Skraćenice su date u opisu 
uz sliku 6. *** p<0,001 vs. OVX. 
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Iako nije došlo do znaĉajne promene koncentracije glukoze i insulina u plazmi, 
tretman estradiolom je doveo do statistiĉki znaĉajnog smanjenja nivoa FFA u plazmi 
ovarijektomisanih pacova za 16,39% (p<0,01). U kombinaciji sa insulinskim tretmanom, 
estradiolski tretman nije promenio koncentraciju slobodnih masnih kiselina u plazmi, u 
poreĊenju sa kontrolnim ţivotinjama koje su tretirane insulinom. MeĊutim, sam insulinski 
tretman je znaĉajno smanjio nivo slobodnih masnih kiselina (p<0,01) u poreĊenju sa 
OVX ţivotinjama. Pored toga, ţivotinje koje su primile injekciju oba hormona su imale 
nivo slobodnih masnih kiselina u plazmi za 41,56% niţi nego kontrolne (OVX) ţivotinje 
(p<0,001) (Slika 9). 
 
 
Slika 9. Efekat tretmana estradiolom na koncentraciju FFA. Rezultati su prikazani 
kao srednja vrednost ± S.D. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu dve grupe je odreĊena 
„one-way ANOVA“ testom, sa graniĉnom vrednošću p<0,05. Skraćenice su date u opisu 
uz sliku 6.  ** p<0,01 vs. OVX, *** p<0,001 vs. OVX. 
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4.4 EFEKTI ESTRADIOLA NA MOLEKULE INSULINSKOG 
SIGNALNOG PUTA U JETRI I UTERUSU 
 
S obzirom da je estradiolski tretman znaĉajno snizio koncentraciju slobodnih 
masnih kiselina u plazmi, a poznato je da masne kiseline utiĉu na insulinsku senzitivnost 
tkiva, bilo je interesantno ispitati da li postoje efekti estradiola na prve korake insulinskog 
signalnog puta u glavnim ciljnim tkivima oba hormona. Na osnovu literaturnih podataka, 
pored ovih indirektnih efekata, oĉekivani su i direktni efekti estradiola na molekule 
signalnog puta insulina u ciljnim tkivima. 
 
4.4.1 Efekat tretmana estradiolom na sadržaj proteina i tirozinsku 
fosforilaciju receptora za insulin u jetri i uterusu 
 
Insulin ostvaruje svoje delovanje vezivanjem za IR na membrani, pa su stoga 
prvo ispitivani efekti estradiola na bazalni sadrţaj proteina IR “Western blot” metodom. 
Efekti tretmana na ukupnu fosforilaciju tirozina IR, koja ukazuje na kinaznu aktivnost 
receptora, su ispitivani koimunoprecipitacijom, tj. uzorci su imunoprecipitirani sa anti-IR 
antitelom, a zatim “blotovani” sa anti-fosfotirozinskim antitelom. Da bi efekat tretmana 
bio doveden u kontekst insulinskog signalnog puta, koimunoprecipitacija je raĊena u 
uzorcima dobijenim iz ţivotinja koje su injecirane insulinom. 
Jetra je esencijalni organ za homeostazu glukoze i poremećaj regulacije 
insulinskog delovanja u jetri je kritiĉna komponenta patogeneze dijabetesa tipa 2. Miševi 
sa delecijom IR u jetri imaju izraţenu insulinsku rezistenciju i hiperglikemiju nakon jela, 
što ukazuje da IR ima centralnu ulogu u regulaciji glukozne homeostaze u jetri i celom 
organizmu (Michael i sar., 2000). S druge strane, uterus igra centralnu ulogu u 
reprodukciji i svi dogaĊaji u ovom tkivu su vezani za pripremu za implantaciju embriona. 
Eksperimentalni podaci pokazuju prisustvo IR u endometrijalnim ćelijama uterusa, pri 
ĉemu je najveći sadrţaj IR u toku perioda implantacije, što ukazuje na vaţnu ulogu 
insulina u ćelijskoj proliferaciji i diferencijaciji tokom decidualizacije (Korgun i sar., 
2003). 
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Izlaganje ţivotinja jednokratnom estradiolskom tretmanu nakon 6 h nije dovelo 
do znaĉajne promene sadrţaja IR u jetri, meĊutim u uterusu je došlo do statistiĉki 
znaĉajnog povećanja koliĉine ovog proteina za 130% (p<0,01) (Slika 10).  
 
 
Slika 10. Efekat estradiola na sadržaj proteina IR u jetri i uterusu OVX pacova. 
OVX pacovi su tretirani estradiolom (20 µg/kg, i.p.) 6 h pre ţrtvovanja. Sadrţaj proteina 
je odreĊen „Western blot“ analizom, kao što je opisano u odeljku Materijal i metode. 
Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija sadrţaja IR predstavljena kao 
srednja vrednost ± S.D., odnosno kao procenat od odgovarajuće kontrole. Statistiĉka 
znaĉajnost razlika izmeĊu dve grupe je odreĊena „one-way ANOVA“ testom, sa 
graniĉnom vrednošću p<0,05. ** p<0,01. IR – receptor za insulin. 
 
Interesantno je da je fosforilacija tirozina IR indukovana insulinom statistiĉki 
znaĉajno smanjena u oba tkiva za pribliţno 30% (jetra: 28%, p<0,01; uterus: 30%, 
p<0,05) nakon estradiolskog tretmana (Slika 11). 
 




Slika 11. Efekat estradiola na tirozinsku fosforilaciju IR u jetri i uterusu OVX 
pacova. OVX pacovi su tretirani estradiolom (20 µg/kg, i.p.) 6 h pre ţrtvovanja. Sve 
ţivotinje (i kontrolne i tretirane estradiolom) su dobile injekciju insulina (20 IU/ţivotinji, 
i.p.) 30 min pre ţrtvovanja. Nivo tirozinske fosforilacije je odreĊen 
koimunoprecipitacijom, kao što je opisano u odeljku Materijal i metode. Prikazani su 
reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija rezultata koimunoprecipitacije, 
predstavljena kao srednja vrednost±S.D. i izraţena kao procenat od odgovarajuće 
kontrole. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu dve grupe je odreĊena „one-way 
ANOVA“ testom, sa graniĉnom vrednošću p<0,05. *p<0,05, ** p<0,01. pY – 
fosforilacija tirozina 
 
4.4.2 Efekat tretmana estradiolom na supstrate insulinskog receptora u 
jetri i uterusu  
 
U vezivanju IR i IGF1R za unutarćelijske efektore uĉestvuju satelitski proteini 
poznatiji kao supstrati insulinskog receptora (Taniguchi i sar., 2006a). Ovi proteini 
zajedno sa IR ĉine prvo kritiĉno ĉvorište u signalnoj mreţi insulina (Taniguchi i sar., 
2006a). S obzirom da je estradiolski tretman izazvao promene u fosforilaciji IR u jetri i 
uterusu, kao i u sadrţaju IR u uterusu, dalje je praćen efekat na supstrate IR i to IRS-1, 
IRS-2 i Shc. Pored proteinskog sadrţaja, praćene su promene tirozinske fosforilacije IRS-
1 i IRS-2, kao i asocijacija ovih molekula sa p85 subjedinicom PI3K. Tirozinske 
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fosforilacije IRS-1 i IRS-2, kao i asocijacija ovih molekula sa p85, su praćene u kontekstu 
insulinskog delovanja korišćenjem metode koimunoprecipitacije u uzorcima ţivotinja 
koje su primile insulinsku injekciju.  
Eksperimentalni podaci pokazuju da su IRS-1 i IRS-2 bogato eksprimirani u jetri 
i smatra se da su ova dva supstrata skoro ekskluzivno odgovorna za prenos insulinskog 
signala u jetri (Kubota i sar., 2008). U uterusu je pokazano prisustvo IRS-1 i IRS-2, ali 
uglavnom u kontekstu prenosa signala IGF-1 (Richards i sar., 1998; Richards i sar., 
2001). 
Rezultati analize proteinskog sadrţaja IRS-1 u uzorcima jetre OVX ţivotinja 
nakon tretmana estradiolom, pokazuju da estradiol dovodi do znaĉajnog smanjenja 
koliĉine ovog proteina (46%, p<0,05). Nasuprot efektu u jetri, u uterusu je tretman 
estradiolom doveo do statistiĉki znaĉajnog povećanja proteinskog sadrţaja IRS-1 za 
159% (p<0,05) (Slika 12), pri ĉemu ono prati povećanje sadrţaja receptornog proteina 
(Slika 10).  
 
 
Slika 12. Efekat estradiola na sadržaj proteina IRS-1 u jetri i uterusu. Sadrţaj 
proteina IRS-1 je odreĊen kao što je dato u opisu uz Sliku 10. Prikazani su reprezentativni 
imunoblotovi i kvantifikacija sadrţaja IRS-1. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost 
± S.D. i izraţeni su kao procenat od odgovarajuće kontrole. *p<0,05 
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Tirozinska fosforilacija IRS-1 indukovana insulinom, kao i asocijacija sa p85, 
nije promenjena 6 h nakon injekcije estradiola u jetri (Slika 13), dok u uterusu, što je 
posebno interesantno, fosforilacija tirozina IRS-1 kao i asocijacija IRS-1 sa p85 nisu 




Slika 13. Efekat estradiola na tirozinsku fosforilaciju IRS-1 i asocijaciju sa p85 u 
jetri OVX pacova. Nivo fosforilacije tirozina IRS-1 i asocijacije sa p85 je odreĊen kao 
što je dato u opisu uz Sliku 11. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija 
rezultata koimunoprecipitacije, predstavljena kao srednja vrednost±S.D. i izraţena kao 
procenat od odgovarajuće kontrole. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu dve grupe je 
odreĊena „one-way ANOVA“ testom, sa graniĉnom vrednošću p<0,05. 




Slika 14. Efekat estradiola na sadržaj proteina IRS-2 u jetri i uterusu OVX pacova. 
Sadrţaj proteina IRS-2 je odreĊen kao što je dato u opisu uz Sliku 10. Prikazani su 
reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija sadrţaja IRS-2 predstavljena kao srednja 
vrednost ± S.D. i izraţena kao procenat od odgovarajuće kontrole. Statistiĉka znaĉajnost 
razlika izmeĊu dve grupe je odreĊena „one-way ANOVA“ testom, sa graniĉnom 
vrednošću p<0,05. ** p<0,01, ***p<0,001  
 
U sluĉaju kada je analiziran sadrţaj IRS-2 u uzorcima jetre i uterusa ţivotinja 
tretiranih estradiolom, pokazano je da estradiol znaĉajno povećava njegov sadrţaj u oba 
analizirana tkiva i to 123% (p<0,001) u jetri i 93% (p<0,01) u uterusu (Slika 14). 
MeĊutim, estradiolski tretman nije znaĉajno promenio tirozinsku fosforilaciju 
IRS-2 stimulisanu insulinom, kao ni asocijaciju IRS-2 sa p85 subjedinicom PI3K ni u 
jednom od analiziranih tkiva (Slika 15 i Slika 16). 




Slika 15. Efekat estradiola na tirozinsku fosforilaciju IRS-2 u jetri i uterusu OVX 
pacova. Nivo fosforilacije tirozina IRS-2 je odreĊen kao što je dato u opisu uz Sliku 11. 
Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija rezultata koimunoprecipitacije, 
predstavljena kao srednja vrednost±S.D. i izraţena kao procenat od odgovarajuće 
kontrole.  
 
Slika 16. Efekat estradiola na asocijaciju IRS-2 sa p85 u jetri i uterusu OVX pacova. 
Sadrţaj IRS-2 u kompleksu sa p85 je odreĊen kao što je dato u opisu uz Sliku 11. 
Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija rezultata koimunoprecipitacije, 
predstavljena kao srednja vrednost±S.D. i izraţena kao procenat od odgovarajuće 
kontrole. 
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Poznato je da Shc igra kritiĉnu ulogu u mitogenezi koju indukuje insulin preko 
regulacije aktivnosti Ras (Sasaoka i Kobayashi, 2000), pa je bilo interesantno ispitati 
kakav je efekat tretmana estradiolom na poĉetni korak mitogene grane insulinskog 
signalnog puta.  
Dobijeni rezultati analize efekata estradiola pokazuju da je proteinski sadrţaj Shc 
statistiĉki znaĉajno smanjen za 39% (p<0,01) u uterusu ţivotinja tretiranih estradiolom u 




Slika 17. Efekat estradiola na sadržaj proteina Shc u jetri i uterusu OVX pacova. 
Sadrţaj proteina Shc je odreĊen kao što je dato u opisu uz Sliku 10. Prikazani su 
reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija sadrţaja Shc predstavljena kao srednja 
vrednost ± S.D. i izraţena kao procenat od odgovarajuće kontrole. Statistiĉka znaĉajnost 
razlika izmeĊu dve grupe je odreĊena „one-way ANOVA“ testom, sa graniĉnom 
vrednošću p<0,05. ** p<0,01  
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4.4.3 Efekat tretmana estradiolom na regulatornu subjedinicu PI3K u 
jetri i uterusu 
 
Drugo kritiĉno ĉvorište u signalnom putu insulina je PI3K, pa je s obzirom na 
promene uoĉene na ushodno lociranim molekulima, praćen efekat estradiola na proteinski 
sadrţaj regulatorne subjedinice ovog molekula, p85.  
Ranije je pokazano da miševi sa „nokautom“ p85 u jetri imaju metaboliĉke 
defekte sliĉne onima koji se javljaju kod LIRKO miševa, što ukazuje na to da PI3K 
posreduje u većini regulatornih funkcija insulina u jetri (Michael i sar., 2000; Taniguchi i 
sar., 2006b). S druge strane, u uterusu je pokazano da estradiol pozitivno utiĉe na 
interakciju p85 sa IRS proteinima u kontekstu signalnog puta IGF-1, uĉestvujući tako u 
prenosu signala za mitogenezu u ovom tkivu (Richards i sar., 1998). 
 
 
Slika 18. Efekat estradiola na sadržaj proteina p85 u jetri i uterusu OVX pacova. 
Sadrţaj proteina p85 je odreĊen kao što je dato u opisu uz Sliku 10. Prikazani su 
reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija sadrţaja p85 predstavljena kao srednja 
vrednost ± S.D. i izraţena kao procenat od odgovarajuće kontrole. Statistiĉka znaĉajnost 
razlika izmeĊu dve grupe je odreĊena „one-way ANOVA“ testom, sa graniĉnom 
vrednošću p<0,05.** p<0,01 




Dobijeni rezultati pokazuju da je, uprkos tome što nakon tretmana estradiolom u 
uterusu nije bilo promene u asocijaciji IRS-2 i p85, proteinski sadrţaj p85 znaĉajno 
povećan za 116% (p<0.01). U jetri, meĊutim,  nije bilo statistiĉki znaĉajne promene 
proteinskog sadrţaja ovog molekula (Slika 18). 
 
4.4.4 Efekat tretmana estradiolom na Akt u jetri i uterusu 
 
Treće kritiĉno ĉvorište u signalnom putu insulina je Akt/PKB, molekul ukljuĉen 
u ostvarivanje efekata insulina na brojne ćelijske procese, pa je bilo interesantno ispitati 
efekat estradiolskog tretmana na sadrţaj ovog proteina.  
Poznato je da je metabolizam glukoze u jetri regulisan PI3K/Akt putem 
(Taniguchi i sar., 2006b). Akt suprimira glukoneogenezu (Zhang i sar., 2002) i aktivira 
sintezu glikogena (Cross i sar., 1995). U uterusu pacova je pokazano da je ovaj molekul 
vaţan faktor preţivljavanja ćelija (Dery i sar., 2003). 
Analiza ukupnog ćelijskog sadrţaja Akt je pokazala da pod delovanjem 
estradiola dolazi do povećanja prisustva Akt u uzorcima uterusa (82%, p<0,05), što je u 
potpunosti u skladu sa povećanjem sadrţaja svih ushodnih molekula signalnog puta 
insulina u ovom tkivu. U jetri, sadrţaj ovog proteina nije promenjen 6 h  nakon injekcije 
estradiola (Slika 19). 
 




Slika 19. Efekat estradiola na sadržaj proteina Akt u jetri i uterusu OVX 
pacova. Sadrţaj proteina Akt je odreĊen kao što je dato u opisu uz Sliku 10. Prikazani su 
reprezentativni imunoblotovi i kvantifikacija sadrţaja Akt predstavljena kao srednja 
vrednost ± S.D. i izraţena kao procenat od odgovarajuće kontrole. Statistiĉka znaĉajnost 
razlika izmeĊu dve grupe je odreĊena „one-way ANOVA“ testom, sa graniĉnom 
vrednošću p<0,05.*p<0,05  
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4.5 EFEKTI ESTRADIOLA NA MOLEKULE INSULINSKOG 
SIGNALNOG PUTA U SRCU 
 
S obzirom da je poznato da insulin i estradiol mogu delovati kardioprotektivno, 
kao i da regulišu iste procese u srcu, bilo je zanimljivo ispitati kakav je uticaj estradiola 
na poĉetne korake insulinskog signalnog puta u ovom tkivu. Kako bi se izvršila što 
detaljnija karakterizacija efekata estradiola na insulinske signalne molekule u srcu i 
dodatno analizirali genomski efekti estradiola, metodologija je proširena analizom 
relativne ekspresije iRNK signalnih molekula klasiĉnom PCR metodom. 
 
4.5.1 Efekat tretmana estradiolom na sadržaj proteina, iRNK i tirozinsku 
fosforilaciju receptora za insulin u srcu 
 
Istraţivanja drugih autora su pokazala da je prenos signala preko IR neophodan 
za normalno funkcionisanje srca (Laustsen i sar., 2007). Specifiĉna delecija ovog 
molekula u srcu miševa, dovodi do poremećenog rada srca i smrti ovih ţivotinja 
(Laustsen i sar., 2007).  
Eksperimantalni rezultati dobijeni analizom sadrţaja proteina kao i iRNK IR 
pokazuju da tretman estradiolom ne menja njihov sadrţaj u srcu (Slika 20). MeĊutim, 
fosforilacija IR indukovana insulinom je statistiĉki znaĉajno smanjena 6 h nakon injekcije 
estradiola (36%, p<0,01), što ukazuje na smanjenu kinaznu aktivnost receptora. 
Interesantno je da je sliĉno smanjenje fosforilacije tirozina IR zapaţeno u sva tri 
ispitivana tkiva. 
 




Slika 20. Efekat estradiola na sadržaj proteina, tirozinsku fosforilaciju i sadržaj 
iRNK IR u srcu OVX pacova. OVX pacovi su tretirani estradiolom (20 µg/kg, i.p.) 6 h 
pre ţrtvovanja. Za ispitivanje efekata estradiola na tirozinsku fosforilaciju IR, ţivotinje (i 
kontrolne i tretirane estradiolom) su dobile injekciju insulina (20 IU/ţivotinji, i.p.) 30 min 
pre ţrtvovanja. Sadrţaj proteina je odreĊen „Western blot“ analizom, nivo tirozinske 
fosforilacije koimunoprecipitacijom, a nivo ekspresije mRNK RT-PCR metodom, kao što 
je opisano u odeljku Materijal i metode. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi, 
agarozni gelovi i kvantifikacija rezultata, predstavljena kao srednja vrednost ± S.D. i 
izraţena kao procenat od odgovarajuće kontrole. Statistiĉka znaĉajnost razlika izmeĊu 
dve grupe je odreĊena „one-way ANOVA“ testom, sa graniĉnom vrednošću p<0,05. ** 
p<0,01 
 
4.5.2 Efekat tretmana estradiolom na supstrate insulinskog receptora u 
srcu 
 
Istraţivanja su pokazala da je odgovor na insulin znaĉajno poremećen u jetri i 
mišićima miševa sa „nokautom“ IRS-1 (Yamauchi i sar., 1996). MeĊutim, IRS-1 je samo 
jedan od supstrata insulinskog receptora, pa se u srcu ovaj nedostatak moţe kompenzovati 
prenosom signala preko alternativnih puteva, na primer IRS-2 (Furumoto i sar., 2005).  
Rezultati dobijeni odreĊivanjem prisustva IRS-1 u srcu OVX ţenki pacova 
pokazuju da estradiolski tretman nije promenio znaĉajno njegov proteinski sadrţaj, 
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meĊutim, nivo iRNK u ovom tkivu je bio smanjen za 15% (p<0,01) u odnosu na 
odgovarajuću kontrolu (Slika 21).  
 
 
Slika 21. Efekat estradiola na sadržaj proteina i iRNK IRS-1 u srcu OVX pacova. 
Sadrţaj proteina i iRNK IRS-1 su odreĊeni kao što je dato u opisu uz Sliku 20. Prikazani 
su reprezentativni imunoblotovi, agarozni gelovi i kvantifikacija rezultata, predstavljena 
kao srednja vrednost ± S.D. i izraţena kao procenat od odgovarajuće kontrole. ** p<0,01 
 
Pored toga, rezultati pokazuju da tirozinska fosforilacija IRS-1 stimulisana 
insulinom, nije promenjena 6 h nakon tretmana estradiolom, dok je asocijacija IRS-1 sa 
p85 subjedinicom PI3K povećana za 31% (p<0,05) (Slika 22). 
 




Slika 22. Efekat estradiola na tirozinsku fosforilaciju i asocijaciju IRS-1 sa p85 u 
srcu OVX pacova. Nivo tirozinske fosforilacije IRS-1 i asocijacije sa p85 su odreĊeni 
koimunoprecipitacijom, kao što je dato u opisu uz Sliku 20. Prikazani su reprezentativni 
imunoblotovi i kvantifikacija rezultata predstavljena kao srednja vrednost ± S.D. i 
izraţena kao procenat od odgovarajuće kontrole. *p<0,05  
 
U sluĉaju kada je vršena analiza proteinskog sadrţaja IRS-2 u srcu ţivotinja 
tretiranih estradiolom, koliĉina ovog proteina je bila smanjena (26%, p<0,001) 6 h nakon 
tretmana, pri ĉemu je ovo smanjenje praćeno i smanjenjem koliĉine iRNK (27%, p<0,05) 
(Slika 23). 
Uprkos smanjenju ekspresije IRS-2, tretman estradiolom nije doveo do statistiĉki 
znaĉajne promene fosforilacije tirozina IRS-2, kao ni asocijacije ovog proteina sa p85 
subjedinicom PI3K (Slika 24). Ako se ne uzima u obzir statistiĉka znaĉajnost promena, 
interesantno je istaći da se sliĉan profil promena vidi kod IRS-1 u srcu - sadrţaj proteina i 
iRNK je smanjen, a asocijacija sa p85 je povećana. 
 




Slika 23. Efekat estradiola na sadržaj proteina i iRNK IRS-2 u srcu OVX pacova. 
Sadrţaj proteina i iRNK IRS-2 su odreĊeni kao što je dato u opisu uz Sliku 20. Prikazani 
su reprezentativni imunoblotovi i agarozni gelovi, i kvantifikacija rezultata predstavljena 
kao srednja vrednost ± S.D. i izraţena kao procenat od odgovarajuće kontrole. *p<0,05, 
*** p<0,001 
 
Slika 24. Efekat estradiola na tirozinsku fosforilaciju i asocijaciju IRS-2 sa p85 u 
srcu OVX pacova. Nivo tirozinske fosforilacije IRS-2 i asocijacije sa p85 su odreĊeni 
koimunoprecipitacijom, kao što je dato u opisu uz Sliku 20. Prikazani su reprezentativni 
imunoblotovi i kvantifikacija rezultata predstavljena kao srednja vrednost ± S.D. i 
izraţena kao procenat od odgovarajuće kontrole.  
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Sadrţaj proteina Shc, još jednog direktnog supstrata receptora za insulin, je 
povećan za 14% nakon tretmana estradiolom (p<0,01) (Slika 25). 
 
 
Slika 25. Efekat estradiola na sadržaj proteina Shc u srcu OVX pacova. Sadrţaj 
proteina Shc je odreĊen kao što je dato u opisu uz Sliku 20. Prikazan je reprezentativni 
imunoblot i kvantifikacija rezultata predstavljena kao srednja vrednost ± S.D. i izraţena 
kao procenat od odgovarajuće kontrole. **p<0,01  
 
4.5.3 Efekat tretmana estradiolom na put PI3K/Akt u srcu 
 
U mnogim sistemima, aktivacija puta PI3K/Akt obezbeĊuje vaţan stimulus za 
proliferaciju, rast i opstanak ćelija. U srcu, u kome postoji ograniĉenje proliferativnog 
kapaciteta kardiomiocita, ovaj put igra vaţnu ulogu u regulaciji rasta i opstanka 
kardiomiocita, sa malim efektom na proliferaciju. Simultano, PI3K i Akt su vaţni 
modulatori iskorišćenja metaboliĉkih supstrata i funkcije kardiomiocita (Matsui i sar., 
2003). 
Akutna aktivacija puta PI3K/Akt je dovoljna da inhibira apoptozu kardiomiocita 
(Matsui i sar., 1999). TakoĊe kod miševa je pokazano da je put PI3K neophodan za 
promociju rasta srca (Shioi i sar., 2000). Primećeno je da aktivnost PI3K promenjena u 
  REZULTATI 
64 
 
nekim patološkim stanjima, kao što su hipertrofija srca ili srĉana insuficijencija i 
pretpostavlja se da su upravo promene PI3K ukljuĉene u progresiju ovih bolesti (Naga 
Prasad i sar., 2003). 
S tim u vezi, dalje analize su se odnosile na odreĊivanje efekata estradiola na 
sadrţaj proteina i iRNK p85 subjedinice PI3K u srcu OVX ţivotinja. Rezultati pokazuju 
da je, u skladu sa povećanom asocijacijom IRS-1 sa p85 u srcu, sadrţaj proteina p85 
povećan za 70% (p<0,01) pod delovanjem estradiola, što je praćeno znaĉajnim 
povećanjem iRNK za 65% (p<0,001) (Slika 26). 
 
 
Slika 26. Efekat estradiola na sadržaj proteina i iRNK p85 u srcu OVX pacova. 
Sadrţaj proteina i iRNK p85 su odreĊeni kao što je dato u opisu uz Sliku 20. Prikazani su 
reprezentativni imunoblotovi i agarozni gelovi, i kvantifikacija rezultata predstavljena kao 
srednja vrednost ± S.D. i izraţena kao procenat od odgovarajuće kontrole. **p<0,01, *** 
p<0,001 
 
Istraţivanja drugih autora su pokazala da Akt ima veoma vaţnu ulogu u 
homeostazi i funkciji kardiomiocita, kao i da je ovaj molekul vaţan medijator fiziološke 
hipertrofije srca (Latronico i sar., 2004). S obzirom na vaţnost Akt u prenosu signala i 
insulina i estradiola u srcu, pored sadrţaja proteina i iRNK praćen je efekat estradiola na 
insulinom stimulisanu fosforilaciju Akt na Ser
473 
koja je neophodna za aktivaciju kinaze.  
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Sadrţaj proteina i iRNK Akt se nije promenio 6 h nakon tretmana estradiolom. 
MeĊutim, insulinom indukovana fosforilacija Akt na Ser
473
 (rezultat prikazan kao odnos 
pAkt/totAkt) je u srcu povećana za 34% (p<0,001) (Slika 27). 
 
 
Slika 27. Efekat estradiola na sadržaj proteina, fosforilaciju na Ser
473
 i sadržaj 
iRNK Akt u srcu OVX pacova. OVX pacovi su tretirani estradiolom (20 µg/kg, i.p.) 6 h 
pre ţrtvovanja. Za ispitivanje efekata estradiola na fosforilaciju Akt (Ser
473
) ţivotinje (i 
kontrolne i tretirane estradiolom) su dobile injekciju insulina (20 IU/ţivotinji, i.p.) 30 min 
pre ţrtvovanja. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi, agarozni gelovi i kvantifikacija 
rezultata, predstavljena kao srednja vrednost ± S.D. i izraţena kao procenat od 
odgovarajuće kontrole. *** p<0,001 
 






Rezultati prikazani u ovoj disertaciji su proistekli iz izuĉavanja efekata estradiola 
na poĉetne molekule signalnog puta insulina u jetri, uterusu i srcu. Iako postoje jasni 
dokazi o vezi izmeĊu estrogena i insulinske senzitivnosti, relativno malo studija se bavilo 
molekularnom osnovom ove veze. S obzirom da je insulinska rezistencija jedan od uzroka 
patologija vezanih za starenje ţena, kao što su dijabetes tip 2 i kardiovaskularne bolesti, 
istraţivanja molekularnih mehanizama koji leţe u osnovi ove veze bi mogla imati 
dugoroĉne terapeutske posledice. 
Dijabetes tip 2 se smatra jednom od najvećih pretnji za svetsko zdravlje, koja 
poĉinje da dobija proporcije epidemije u industrijalizovanim zemljama. Sve je više 
dokaza da moderna ishrana i sedentarni naĉin ţivota progresivno vode akumulaciji 
zasićenih masnih kiselina u neadipoznom tkivu (McGarry, 2002). Metabolizam ovih 
ektopiĉnih masnih kiselina vodi smanjenom insulinom stimulisanom ulasku glukoze u 
skeletne mišiće, nesuprimiranoj produkciji glukoze u jetri i promenama u oslobaĊanju 
insulina iz β ćelija pankreasa koje stimuliše glukoza (McGarry, 2002). Kada se javi 
dijabetes, zajedniĉkim delovanjem hiperglikemije i povišenih slobodnih masnih kiselina 
dolazi do opšteg oksidativnog stresa u tkivima, ĉime se dodatno pooštrava insulinska 
rezistencija i deficijencija, što na kraju dovodi do apoptoze β ćelija pankreasa (Evans i 
sar., 2003). Potrebni su novi tretmani koji bi spreĉili ove skokove masnih kiselina kao i 
oksidativni stres u β ćelijama pankreasa (Louet i sar., 2004). 
Jedan aspekt regulacije glukozne i lipidne homeostaze koji obećava, ali nije još 
uvek dovoljno istraţen, ukljuĉuje protektivnu ulogu 17β-estradiola na energetski 
metabolizam (Louet i sar., 2004). Naime, primećeno je da kod zdravih ljudi postoji 
seksualni dimorfizam u odnosu na dijabetes. Dva kritiĉna faktora koja regulišu glukoznu 
homeostazu su skeletni mišići, koji su glavno mesto odlaganja glukoze u celom 
organizmu i adipozno tkivo, koje oslobaĊa u cirkulaciju razliĉite modulatore insulinskog 
delovanja, kao što su adipocitokini i slobodne masne kiseline. Normalne ţene imaju samo 
dve trećine mase skeletnih mišića i duplo veću masu adipoznog tkiva u odnosu na 
muškarce, što su dva faktora koja vode insulinskoj rezistenciji, meĊutim, uĉestalost 
dijabetesa ostaje jednaka izmeĊu polova sve do menopauze (Louet i sar., 2004). Drugim 
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reĉima, izgleda da su ţene pre menopauze zaštićenije od insulinske rezistencije i 
dijabetesa tipa 2 u poreĊenju sa muškarcima.  
Eksperimentalni podaci idu u prilog tezi da je deficijencija estrogena (zbog 
ovarijektomije ili menopauze) povezana sa relativno malim smanjenjem glukozne 
tolerancije i povećanjem insulinske rezistencije, što se gubi fiziološkom supstitucijom 
estrogena. MeĊutim, višak estrogena, kao u terapiji oralnim kontraceptivima ili HRT sa 
potentnim alkilovanim estrogenima ili visokim dozama prirodnih estrogena, je takoĊe 
povezan sa smanjenjem glukozne tolerancije i insulinskom rezistencijom (Godsland i sar., 
1990; Margolis i sar., 2004). Klasiĉan efekat oralnih kontraceptiva i supstitucione terapije 
estrogenom je smanjenje bazalnog nivoa glukoze u plazmi, dok bazalni nivo insulina u 
plazmi nije promenjen ili je redukovan (Godsland, 2005). 
Tretman estradiolom u ovoj studiji je znaĉajno povećao teţinu uterusa (Slika 6), 
što je u skladu sa istraţivanjima drugih autora, koja ukazuju da estradiol uĉestvuje u 
hipertrofiji uterusa (Ruzycky, 1996). Iz eksperimenata sa ovarijektomisanim miševima je 
poznato da se prvi „talas“ odgovora uterusa na estradiol dešava u toku prvih 6 h i da 
izmeĊu ostalog obuhvata i imbibiciju vode, ekspresiju nekih gena (c-fos) i sintezu lipida i 
proteina (Couse i sar., 2006), pa je i povećanje teţine uterusa u ovoj studiji 6 h nakon 
tretmana estradiolom u skladu sa ovim rezultatima. Pored toga, tretman insulinom je kod 
svih tretiranih ţivotinja doveo do povećanja teţine uterusa, pri ĉemu je promena 
izraţenija kod pacova koji su pretretirani estradiolom (Slika 6).  
Analizom rezultata dobijenih merenjem koncentracije insulina i glukoze u 
plazmi primećuje se blaga hiperinsulinemija i hiperglikemija kod kontrolnih (OVX) 
ţivotinja u odnosu na literaturne podatke dobijene za neoperisane ili sham operisane 
ţenke, koje estradiolski tretman nije uspeo da promeni (Slika 7 i Slika 8). Literaturni 
podaci pokazuju velike razlike u pogledu efekata ovarijektomije na koncentraciju glukoze 
i insulina u plazmi. U eksperimentima Liu i sar. (Liu i sar., 2004) bazalni nivo glukoze je 
povećan nakon ovarijektomije, kao i nivo insulina, a tretman estradiolom je koncentracije 
ovih parametara spustio ispod kontrolnih. Song i sar. (Song i sar., 2005a) nisu uoĉili 
promene u bazalnom nivou glukoze i insulina nakon ovarijektomije, a Baros i sar. (Barros 
i sar., 2008) su ĉak detektovali smanjenje nivoa insulina u plazmi tri nedelje nakon 
ovarijektomije, koje je estradiol vratio na nivo kontrolnih vrednosti. Ovako raznoliki 
rezultati su verovatno posledica razliĉitog trajanja perioda izmeĊu ovarijektomije i 
merenja, kao i razliĉitih doza estradiola, naĉina aplikovanja i duţine trajanja hormonskog 
tretmana. Nedostatak efekta estradiola na nivoe glukoze i insulina u ovoj studiji je 
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verovatno vezan za vreme davanja injekcije estradiola, koje je optimizovano tako da se 
vide najveće promene u sadrţaju i funkciji signalnih molekula insulina (Richards i sar., 
1996; Richards i sar., 1998; Richards i sar., 2001). Moţda estradiol nakon 6 h nije stigao 
da vrati efekat ovarijektomije, meĊutim, moguće je i da je 6 h suviše dugo vreme, tj. da su 
efekti estradiola na koncentraciju insulina i glukoze u krvi oslabili sa prolaskom vremena 
i da su se, nakon 6 h, već vratili na kontrolne (OVX) vrednosti. 
I gojaznost i dijabetes tip 2 su povezani sa insulinskom rezistencijom (Kahn i 
sar., 2006). MeĊutim, kod većine gojaznih, insulin rezistentnih osoba, ne dolazi do 
razvoja hiperglikemije jer β ćelije pankreasa povećavaju oslobaĊanje insulina dovoljno da 
prevaziĊu redukovanu efikasnost insulinskog delovanja, i na taj naĉin odrţavaju 
normalnu glukoznu toleranciju (Kahn i sar., 1993). Da bi se gojaznost i insulinska 
rezistencija povezale sa dijabetesom tipa 2, mora da doĊe do poremećaja u funkciji β 
ćelija tako da one više ne budu sposobne da kompenzuju smanjenu insulinsku 
senzitivnost (Kahn, 2001). FFA indukuju i insulinsku rezistenciju i poremećenu funkciju 
β ćelija, što ih ĉini jednim od glavnih krivaca za razvoj dijabetesa (Kahn i sar., 2006). 
Pokazano je da osobe obolele od dijabetesa imaju povišen nivo FFA (Bergman i Ader, 
2000). TakoĊe, pokazano je da je povećana visceralna adipoznost vaţan faktor rizika za 
razvoj insulinske rezistencije i dijabetesa, jer su ovi adipociti posebno rezistentni na 
antilipolitiĉko delovanje insulina, i mogu da oslobode FFA u portalnu venu, ĉime izlaţu 
jetru visokim koncentracijama FFA (Bergman i Ader, 2000). Pretpostavlja se da same 
FFA uĉestvuju u defektima razliĉitih organa koji prethode dijabetesu tip 2: insulinskoj 
rezistenciji skeletnih mišića, redukovanoj sekreciji insulina, povećanoj produkciji glukoze 
u jetri i redukovanom klirensu insulina u jetri (Bergman i Ader, 2000). Povišene FFA 
mogu da povećaju akumulaciju masti u mišićima, jetri i/ili β ćelijama, a akumulirani 
trigliceridi obezbeĊuju lipidno okruţenje koje moţe da ometa metaboliĉki signaling u 
ovim tkivima (Bergman i Ader, 2000). 
Uprkos nedostatku efekta na koncentraciju glukoze i insulina u plazmi, 
estradiolski tretman je doveo do znaĉajnog smanjenja nivoa slobodnih masnih kiselina 
(Slika 9). Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatima drugih autora koji su pokazali da 
estradiol smanjuje lipolizu u adipocitima (Jensen i sar., 1994). Naime, mereno je 
oslobaĊanje FFA iz adipoznog tkiva kod ţena u menopauzi i pokazano je da je tretman 
fiziološkim dozama estradiola statistiĉki znaĉajno smanjio fluks FFA u odnosu na 
netretirane kontrole (Jensen i sar., 1994).  
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Dobijeno smanjenje koncentracije slobodnih masnih kiselina potvrĊuje tezu da 
fiziološke koncentracije estradiola imaju antidijabetogeno dejstvo. TakoĊe ovaj rezultat u 
kombinaciji sa rezultatima dobijenim merenjem koncentracije glukoze i insulina u 
plazmi, ukazuje na to da je glavni medijator efekata estradiola na signalni put insulina 
upravo metabolizam lipida. Sliĉno zapaţanje su izneli i drugi autori koji su pokazali da bi 
mogući mehanizam insulinske rezistencije kod gojaznih (ob/ob) i ERKO miševa mogao 
ukljuĉiti promenjeni metabolizam lipida u jetri (Bryzgalova i sar., 2006). Naime, tretman 
ob/ob miševa estradiolom je doveo do smanjenog nivoa ekspresije lipogenih gena u jetri 
kao što su FAS (eng. fatty-acid synthase) i SCD1 (eng. stearoyl-CoA desaturase), 
paralelno sa poboljšanjem insulinske senzitivnosti u jetri (Gao i sar., 2006). Sa druge 
strane, kod ERKO miševa je primećena povišena ekspresija SCD1 u jetri, što je praćeno 
izraţenom insulinskom rezistencijom u ovom tkivu (Bryzgalova i sar., 2006). 
Pretpostavlja se da su ovi efekti estradiola uglavnom posredovani negativnom 
regulacijom transkripcionog faktora SREBP1c (eng. sterol regulatory element-binding 
protein) i njegovih nishodno regulisanih lipogeniĉkih gena, kao što su FAS i SCD1 u jetri 
(Bryzgalova i sar., 2008).  
Insulinska injekcija 30 minuta pre ţrtvovanja je takoĊe smanjila nivo slobodnih 
masnih kiselina u plazmi u svim grupama u poreĊenju sa ovarijektomisanom kontrolom 
(Slika 9). Ranija istraţivanja su pokazala da je metabolizam FFA veoma osetljiv na 
insulin, odnosno da male promene u koncentraciji insulina imaju krupne efekte na 
koncentraciju FFA u cirkulaciji (Swislocki i sar., 1987), pa je ovaj rezultat oĉekivan. 
Interesantno je da je efekat najveći u grupi koja je primila oba hormona (Slika 9), što 
ukazuje na sinergistiĉko delovanje ova dva hormona u regulaciji koncentracije slobodnih 
masnih kiselina u plazmi. 
U eksperimentu na 3T3 L1 adipocitima pokazano je da je ulazak glukoze u ćelije 
indukovan insulinom pojaĉan tretmanom fiziološkom koncentracijom estradiola, dok ga 
je visoka koncentracija estradiola inhibirala (Nagira i sar., 2006). Ovi rezultati su u skladu 
sa kliniĉkim ispitivanjima koja pokazuju da je uĉestalost dijabetesa tipa 2 povećana kod 
ţena nakon menopauze (Hernandez-Ono i sar., 2002), dok se kod ţena u kasnoj trudnoći, 
kada su estrogeni izrazito visoki, javlja insulinska rezistencija (Friedman i sar., 1999). 
Moţe se reći da je regulacija metabolizma glukoze estrogenima dozno-specifiĉna (Nagira 
i sar., 2006). Drugim reĉima, potrebna je odreĊena koncentracija estrogena za odrţavanje 
insulinske senzitivnosti, dok veoma niske i veoma visoke koncentracije vode smanjenju 
insulinske senzitivnosti (Muraki i sar., 2006). 
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5.1 EFEKTI ESTRADIOLA NA INSULINSKI RECEPTOR U JETRI, 
UTERUSU I SRCU 
 
Insulinski receptor je odgovoran za prenos insulinskog signala u ciljne ćelije, 
ĉime inicira širok spektar ćelijskih insulinskih efekata (Withers i White, 2000). 
Eksperimenti Gonzalez i sar. (Gonzalez i sar., 2002a) su pokazali da estradiol ima vaţnu 
ulogu u kontroli insulinske signalne kaskade na nivou insulinskog receptora, delujući na 
ekspresiju gena za IR, na koliĉinu receptora na membrani i na nivo fosforilacije ovog 
proteina. Ovaj efekat je tkivno, dozno i vremenski zavisan (Gonzalez i sar., 2002a; 
Gonzalez i sar., 2002b). Rezultati istraţivanja ove grupe su takoĊe pokazali da je nivo 
proteina i iRNK IR u jetri povećan kada su ovarijektomisane ţivotinje tretirane niskim 
dozama estradiola (Gonzalez i sar., 2002a). MeĊutim, tirozinska fosforilacija IR u jetri je 
redukovana 16. dana tretmana (Gonzalez i sar., 2002a). S druge strane, u eksperimentima 
na hepatocitima, nije bilo efekta estradiolskog tretmana na ekspresiju IR (Xie i sar., 
2003). 
U ovoj studiji tretman estradiolom nije doveo do statistiĉki znaĉajne promene 
koliĉine proteina IR u jetri (Slika 10). Razlike u rezultatima izmeĊu ove studije i studije 
Gonzalez i sar. (Gonzalez i sar., 2002a) verovatno potiĉu od razliĉitih doza estradiola kao 
i naĉina aplikacije ovog hormona. Naime, Gonzalez i sar. su u svojim eksperimentima 
koristili doze koje su više ili niţe od doza korišćenih u ovoj studiji, a tretmani su bili 
višekratni i trajali su više od dve nedelje (Gonzalez i sar., 2002a; Gonzalez i sar., 2002b). 
Za razliku od ekspresije proteina IR, tirozinska fosforilacija IR u jetri je statistiĉki 
znaĉajno smanjena (Slika 11), što je u skladu sa rezultatima Gonzalez i sar. (Gonzalez i 
sar., 2002a).  
Za razliku od jetre, u uterusu je tretman estradiolom doveo do statistiĉki 
znaĉajnog povećanja koliĉine proteina IR (Slika 10). Ovo povećanje bi moglo biti 
posledica transkripcione kontrole gena za IR estradiolom, pošto je pokazano da promotor 
gena za IR u humanim U-937 promonocitima, sadrţi ERE (Garcia-Arencibia i sar., 
2005a).  
U srcu, kao i u jetri, tretman estradiolom nije promenio koliĉinu proteina IR niti 
ekspresiju iRNK (Slika 20). Ovaj rezultat je u skladu sa rezultatom drugih autora (Liu i 
sar., 2005), koji su pokazali da hroniĉan tretman estradiolom nije promenio ekspresiju 
iRNK u miokardu pacova. 
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Zanimljivo je da je uprkos razliĉitom efektu na proteinski sadrţaj IR, tretman 
estradiolom u sva tri tkiva statistiĉki znaĉajno smanjio tirozinsku fosforilaciju IR 
indukovanu insulinom (Slika 11 i Slika 20). Eksperimenti Takeda-Matsubara i sar. 
(Takeda-Matsubara i sar., 2002) su pokazali da estradiol aktivira fosfataze u VSMC 
pacova, pa bi to moglo objasniti smanjenje fosforilacije IR pod delovanjem estradiola. 
 
5.2 EFEKTI ESTRADIOLA NA SUPSTRATE INSULINSKOG 
RECEPTORA U JETRI, UTERUSU I SRCU 
 
Od svih molekula insulinskog signalnog puta, najviše je prouĉavano delovanje 
estradiola na IRS-1, ali su ova istraţivanja uglavnom bila u kontekstu unakrsnih efekata 
estradiola i IGF-I (Richards i sar., 1996; Richards i sar., 1998; Richards i sar., 2001). 
Poremećena ekspresija IRS molekula se dovodi u vezu sa patogenezom dijabetesa, ali i 
razvojem drugih bolesti, kao što su kancer dojke, pankreasa i jetre (Morelli i sar., 2003). 
MeĊutim, mehanizmi koji kontrolišu koliĉinu ovih molekula u ćeliji su samo delimiĉno 
poznati (Morelli i sar., 2003). Istraţivanja su ukazala na to da je ekspresija IRS-1 i IRS-2 
razvojno regulisana, da zavisi od ćelijskog konteksta i da moţe da ukljuĉi transkripcione i 
posttranskripcione dogaĊaje (Giovannone i sar., 2000). Lee i sar. su pokazali da estradiol 
u ćelijama kancera dojke transkripcionim mehanizmom povećava ekspresiju iRNK IRS-1 
i IRS-2, dok antiestrogeni blokiraju ovaj efekat (Lee i sar., 1999). Pored transkripcione 
kontrole, koliĉina IRS proteina u ćeliji je regulisana posttranskripcionim mehanizmima, 
posebno onima koji kontrolišu obradu proteina (Morelli i sar., 2003).  
Put ubikvitin-proteazom je glavni sistem u eukariotskim ćelijama za selektivnu 
degradaciju kratkoţivećih regulatornih proteina (Haas i Siepmann, 1997). Zajedniĉka 
odlika proteinskih degradacija u kojima uĉestvuje proteazom, je kovalentno vezivanje 
proteina ubikvitina za lizinske ostatke proteina koji su odreĊeni za degradaciju, što je 
praćeno formiranjem poli-ubikvitinskih lanaca, koji su kovalentno vezani za ciljni protein 
(Nawaz i sar., 1999). Proteine koji su vezani za ubikvitin prepoznaje i degradira 
multisubjediniĉni proteazni kompleks 26S proteazom (Ciechanover i Schwartz, 1994). U 
3T3-L1 adipocitima, hroniĉno izlaganje insulinu je povećalo serin/treonin fosforilaciju 
IRS-1 i rezultovalo degradacijom IRS-1 preko 26S proteazoma (Pederson i sar., 2001). 
TakoĊe, opisana je i degradacija IRS-2 preko 26S proteazoma u ćelijama uterusa miša 
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(Richards i sar., 2001). Morelli i sar. su pokazali da prisustvo ERα inhibira ubikvitinaciju 
IRS-1 i IRS-2, a samim tim i degradaciju ovih proteina (Morelli i sar., 2003). S druge 
strane, poznato je da, u prisustvu estradiola, sam ERα postaje target za degradaciju 
(Nawaz i sar., 1999). Drugim reĉima, estradiol bi mogao imati posredni efekat na 
degradaciju IRS-1 i IRS-2 preko regulacije degradacije sopstvenog receptora. 
Ranija istraţivanja su pokazala da niske doze estradiola podiţu nivo tirozinske 
fosforilacije IRS-1 u jetri ovarijektomisanih pacova (Gonzalez i sar., 2003). Suprotno 
tome, farmakološka doza estradiola u istom eksperimentu je dovela do smanjenja 
eskpresije i fosforilacije IRS-1 proteina u jetri i adipoznom tkivu (Gonzalez i sar., 2003). 
U eksperimentima na HepG2 ćelijama, razliĉite doze estradiola su povećale sadrţaj iRNK 
i proteina IRS-1 (Xie i sar., 2003). 
U ovoj studiji, tretman estradiolom je statistiĉki znaĉajno smanjio sadrţaj 
proteina IRS-1 u jetri, što je u suprotnosti sa literaturnim podacima (Slika 12). Moguće je 
da je ovo smanjenje posledica razlika u dozi ili vremenu davanja estradiola.  
Suprotno od jetre, u uterusu je došlo do statistiĉki znaĉajnog povećanja sadrţaja 
proteina IRS-1 (Slika 12). Ovo povećanje proteinskog sadrţaja IRS-1 bi moglo biti 
posledica delovanja estradiola na nivou gena jer je pokazano da promotor gena za IRS-1 
sadrţi ERE (Panno i sar., 2006). Smanjena ubikvitinacija IRS-1 bi takoĊe mogla doprineti 
povećanju sadrţaja ovog molekula u uterusu (Morelli i sar., 2003). Interesantno je da u 
ovom radu, fosforilacija IRS-1 i asocijacija sa p85 subjedinicom PI3K, nakon pretretmana 
insulinom, nisu detektovane u uzorcima uterusa, što sugeriše da insulin u uterusu pacova 
moţda ne deluje preko IRS-1, već alternativnim putevima. 
Literaturni podaci pokazuju da dugotrajan tretman estradiolom indukuje 
ekspresiju IRS-1 u miokardu pacova (Liu i sar., 2005). MeĊutim, u ovoj studiji nije došlo 
do promene sadrţaja proteina IRS-1, kao ni promene tirozinske fosforilacije ovog 
proteina u srcu, 6 sati nakon tretmana estradiolom, a sadrţaj iRNK je ĉak statistiĉki 
znaĉajno smanjen (Slika 21 i Slika 22). Doduše, tretman estradiolom je doveo do 
statistiĉki znaĉajnog povećanja asocijacije IRS-1 sa p85, što je verovatno u vezi sa 
povećanjem sadrţaja p85 u srcu pod delovanjem estradiola (Slika 22). 
Eksperimenti drugih autora (Richards i sar., 1998; Richards i sar., 2001) su u 
uterusu pokazali smanjenje sadrţaja proteina i iRNK IRS-2 nakon tretmana estradiolom. 
MeĊutim, u ovoj studiji sadrţaj IRS-2 u jetri i uterusu je povećan, bez promene tirozinske 
fosforilacije i asocijacije sa p85 (Slika 14, Slika 15 i Slika 16), što moţe biti posledica 
smanjene degradacije ovog molekula pod delovanjem estradiola (Morelli i sar., 2003). 
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Suprotno efektu u jetri i uterusu, u srcu je došlo do statistiĉki znaĉajnog smanjenja kako 
sadrţaja proteina IRS-2, tako i sadrţaja iRNK (Slika 23).  
Odsustvo promena u tirozinskoj fosforilaciji IRS, kao u asocijaciji sa p85 moţe 
biti posledica delovanja tirozinskih fosfataza koje estradiol indukuje (Takeda-Matsubara i 
sar., 2002).  
Dosta su ispitivani mehanizmi koji ĉine funkcionalne razlike izmeĊu izoformi 
IRS proteina. U eksperimentima sa malim interferujućim RNK (siRNK) u L6 miotubama, 
pokazano je da IRS-1 više reguliše ulazak glukoze, dok je IRS-2 izgleda više vezan za 
aktivaciju MAPK puta (Huang i sar., 2005). Taniguchi i sar. su u eksperimentima sa 
tkivno specifiĉnim „nokdaunom“ IRS-1 i IRS-2 u jetri, pokazali da ovi proteini odrţavaju 
metaboliĉku homeostazu svojim komplementarnim ulogama u regulaciji prenosa 
insulinskog signala i ekspresije gena (Taniguchi i sar., 2005). Iako ova dva proteina 
zajedno odrţavaju prenos insulinskog signala preko PI3K/Akt puta, oni uĉestvuju u 
regulaciji ekspresije razliĉitih gena (Taniguchi i sar., 2005). Naime, pokazano je da je 
IRS-1 više vezan za regulaciju gena ukljuĉenih u glukoneogenezu (fosfoenolpiruvat 
karboksikinaza, glukozo-6-fosfataza i fruktozo-1,6-bifosfataza), dok je IRS-2 više vezan 
za regulaciju lipogeneze (Taniguchi i sar., 2005). U svetlu ovih istraţivanja, rezultati 
dobijeni u ovoj studiji bi mogli ukazati na to da je tretman estradiolom u jetri usporio 
efekte insulina na metabolizam glukoze i preusmerio ih ka metabolizmu lipida.  
Pored IRS proteina ispitivan je i efekat estradiolskog tretmana na još jedan od 
supstrata insulinskog receptora, Shc. Poznato je da aktivirani insulinski receptor 
fosforilise Shc na tirozinima i interaguje sa PTB domenom Shc proteina (Sasaoka i 
Kobayashi, 2000). Asocijacija Shc sa Grb2/SOS predstavlja predominantni mehanizam 
kojim insulin aktivira put MAPK (Sasaoka i sar., 1994). Shc igra kritiĉnu ulogu u 
mitogenezi koju indukuje insulin preko regulacije aktivnosti Ras (Sasaoka i Kobayashi, 
2000). Iako uloga Shc nije potpuno jasna u kontekstu metaboliĉkog delovanja insulina, 
zna se da kompetira sa IRS kao supstrat insulinskog receptora (Sasaoka i Kobayashi, 
2000). TakoĊe, pokazano je da je prekomernom ekspresijom Shc smanjen prenos signala 
IRS koji vodi sintezi glikogena (Sasaoka i sar., 2001). 
U jetri i uterusu, estradiol je doveo do smanjenja koliĉine ovog proteina, mada je 
statistiĉki znaĉajno smanjenje samo u uterusu (Slika 17). Suprotno tome, u srcu je došlo 
do statistiĉki znaĉajnog povećanja koliĉine ovog proteina (Slika 25). S obzirom da je ovaj 
molekul veoma vaţan za mitogene efekte insulina, moţe se zakljuĉiti da u uterusu 
estradiol suprimira granu signalnog puta insulina koja vodi ka ćelijskom rastu. Uzevši u 
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obzir i to da je tretman estradiolom doveo do izraţenog povećanja koliĉine IRS proteina u 
uterusu, moţe se zakljuĉiti da je ovaj hormon u uterusu pomerio teţište insulinskog 
signalnog puta ka metaboliĉkoj grani, dok je u srcu teţište pomereno ka mitogenim 
efektima insulina. 
 
5.3 EFEKTI ESTRADIOLA NA PI3K/AKT PUT U JETRI, 
UTERUSU I SRCU 
 
PI3K je kritiĉni medijator insulinskog delovanja u jetri (Taniguchi i sar., 2006b). 
PI3K-zavisna aktivacija Akt definiše mnoge aspekte regulacije metabolizma glukoze u 
jetri pod delovanjem insulina, ali uĉestvuje i u regulaciji ćelijskog rasta (Taniguchi i sar., 
2006b). Delecija svih glavnih regulatornih subjedinica PI3K u jetri je dovela do znaĉajne 
redukcije aktivnosti ove kinaze pod delovanjem insulina i akumulacije PIP3 (Taniguchi i 
sar., 2006b). Pored toga ove delecije su izazvale znaĉajne poremećaje u homeostazi 
glukoze i lipida, ali i funkcije i veliĉine jetre (Taniguchi i sar., 2006b).  
MeĊutim, interesantni rezultati su dobijeni prouĉavanjem ćelija i miševa sa 
heterozigotnim “nokautom” p85 subjedinice PI3K (Mauvais-Jarvis i sar., 2002; Ueki i 
sar., 2002). Ćelije sa heterozigotnim „nokautom“ p85 imaju oko 40% manje ovog 
proteina od wt (eng. wild type) ćelija, ali se aktivnost PI3K odrţava na skoro normalnom 
nivou (Ueki i sar., 2002). Jedno od mogućih objašnjenja je da kod wt ćelija postoji 
disproporcija u koliĉini katalitiĉke i regulatorne subjedinice, pa ovo smanjenje koliĉine 
regulatorne subjedinice ne utiĉe na koliĉinu p85-p110 heterodimera (Ueki i sar., 2002). 
Pored toga, kod ovih ćelija nivo PIP3 nakon IGF stimulacije je znaĉajno veći nego kod wt 
ćelija, iako je aktivnost PI3K skoro ista (Ueki i sar., 2002). Uporedo sa povišenim nivoom 
PIP3 kod heterozigotnih „nokaut“ ćelija, pozitivno je regulisana i fosforilacija i aktivnost 
Akt, dok je kod ćelija kod kojih je gen za p85 potpuno iskljuĉen ona smanjena (Ueki i 
sar., 2002). TakoĊe, smanjenje nivoa p85 za 50% znaĉajno poboljšava insulinsku 
senzitivnost i smanjuje uĉestalost razvoja dijabetesa kod miševa sa insulinskom 
rezistencijom (Mauvais-Jarvis i sar., 2002). S druge strane, prekomerna ekspresija p85 
subjedinice inhibira prenos insulinskog signala kompeticijom sa p85-p110 dimerom za 
vezivanje za fosforilisane IRS proteine (Ueki i sar., 2000). Navedeni rezultati idu u prilog 
tezi da odreĊeno smanjenje koliĉine p85 moţe pozitivno da utiĉe na prenos insulinskog 
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signala, naroĉito u pogledu antiapoptoze i glukoznog metabolizma (Mauvais-Jarvis i sar., 
2002).  
Mada u realizaciji sopstvenih negenomskih efekata estradiol aktivira PI3K/Akt 
put, efekti estradiola na sadrţaj PI3K i Akt u kontekstu insulinskog delovanja nisu mnogo 
izuĉavani. Iako u ovoj studiji nakon estradiolske injekcije nije došlo do statistiĉki 
znaĉajne promene sadrţaja proteina p85 i Akt u jetri (Slika 18 i Slika 19), primećuje se 
tendencija smanjenja koliĉine proteina p85. U svetlu prethodno navedenih istraţivanja, 
moţda ova tendencija smanjenja moţe ĉak da ukaţe na pozitivan efekat estradiola na 
prenos insulinskog signala u jetri.  
Uterus glodara pokazuje znaĉajne histološke promene tokom estrusnog ciklusa i 
polni steroidi su direktno odgovorni za ove promene u uterusu tokom ciklusa (Sato i sar., 
1997). Apoptoza je mehanizam kojim se luminalni epitelijum uterusa i ţlezde, u odsustvu 
embrionalnih faktora, cikliĉno degenerišu i regenerišu tokom estrusnog ciklusa (Dery i 
sar., 2003). Istraţivanja su pokazala da estrogeni indukuju proliferaciju epitelnih ćelija u 
uterusu i da nedostatak estrogena vodi ćelijskoj smrti (Quarmby i Korach, 1984). Drugim 
reĉima, polni steroidi odrţavaju balans izmeĊu proliferacije i ćelijske smrti u ovom tkivu.  
U ovoj studiji, estradiolski tretman je doveo do statistiĉki znaĉajnog povećanja 
sadrţaja p85 u uterusu, što je u skladu sa rezultatima drugih autora (Bernard i sar., 2006). 
Naime, pokazano je da estradiol dozno i vremenski zavisno indukuje eskpresiju ovog 
proteina u ćelijama kancera dojke, što ukazuje na to da ekspresija ovog gena mora biti 
pod kontrolom signalnog puta estradiola (Bernard i sar., 2006). U ovim ćelijama je 
pokazano i da PI3K pospešuje ulazak u S fazu kod ćelija koje su stimulisane estradiolom 
(Castoria i sar., 2001).  
U normalnoj fiziologiji uterusa, tokom svakog reproduktivnog ciklusa, estradiol 
stimuliše proliferaciju epitelijalnih ćelija (Finn i Martin, 1970). Estradiol podstiĉe 
preţivljavanje i proliferaciju ćelija svojim genomskim i negenomskim delovanjem 
(Lengyel i sar., 2007). S obzirom da negenomsko delovanje estradiola ukljuĉuje 
aktivaciju PI3K/Akt puta, moguće je da je i povećanje koliĉine proteina p85 dobijeno u 
ovoj studiji pod delovanjem estradiola u uterusu, kao glavnom ciljnom tkivu ovog 
hormona, u funkciji negenomskih efekata ovog hormona. 
Akt ima inhibitorni efekat na pokretanje procesa apoptoze i pokazano je da je u 
endometrijumu pacova tokom estrusnog ciklusa ovaj molekul regulisan estradiolom 
(Dery i sar., 2003). Richards i sar. su u svojim eksperimentima pokazali znaĉajno 
povećanje fosforilacije Akt na Ser
473
 u uterusima miševa tretiranih estradiolom u 
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poreĊenju sa netretiranim ţivotinjama (Richards i sar., 2001). Ovo povećanje fosforilacije 
Akt ukazuje na povećanu aktivnost PI3K, pošto je Akt nishodni target PI3K (Richards i 
sar., 2001). Naime, ligandom aktivirani ERα aktivira PI3K, i pokreće kaskadu 
fosforilacija koje dovode do aktivacije Akt koja zatim, fosforiliše nekoliko proteina u 
citoplazmi i nukleusu izazivajući inhibiciju apoptoze i pojaĉavajući ćelijsku proliferaciju 
(Song i sar., 2005b). Jedan od najvaţnijih supstrata Akt je FOXO subfamilija 
transkripcionih faktora (Lengyel i sar., 2007). FOXO1 pozitivno reguliše ekspresiju gena 
koji uĉestvuju u ćelijskoj smrti, pa je ovaj protein veoma vaţan u regulaciji apoptoze 







), što vodi inaktivaciji ovog molekula i njegovom izlasku iz nukleusa (Van Der 
Heide i sar., 2004). FOXO transkripcioni faktori su veoma vaţni u prevenciji razvoja 
tumora i njihovu supresivnu aktivnost na razvoj tumora moţe ugroziti fosforilacija 
posredovana Akt-om  . Smatra se da je ovaj efekat estradiola uzrok povećanog rizika od 
kancera nakon produţenog izlaganja ovom hormonu. 
Kao i svi ushodni signalni molekuli u uterusu, u ovoj studiji je bazalni nivo Akt 
statistiĉki znaĉajno povećan nakon tretmana estradiolom (Slika 19). Ovo povećanje 
koliĉine proteina Akt je u skladu sa rezultatima Dery i sar. (Dery i sar., 2003), i verovatno 
predstavlja mehanizam kojim estradiol deluje antiapoptotski u uterusu. 
PI3K je voma vaţan molekul u regulaciji kritiĉnih srĉanih funkcija kao što su 
kontraktilnost kardiomiocita i hipertrofija miokardijuma, kao i miokardijalna i vaskularna 
inflamacija (Ghigo i sar., 2011). Prenos signala receptora tirozin kinaza preko PI3K 
reguliše normalan razvoj miokardijuma, fiziološku hipertrofiju i kontraktilnost srca (Shioi 
i sar., 2000; McMullen i sar., 2004; Lu i sar., 2009). Rezultati ove studije pokazuju da je 
estradiolski tretman doveo do znaĉajnog povećanja koliĉine proteina, kao i ekspresije 
iRNK p85 u srcu (Slika 26). Povećanje koliĉine proteina p85 u srcu je u skladu sa 
povećanjem koliĉine kompleksa IRS-1/p85 koje je takoĊe dobijeno u srcu i ova dva 
rezultata ukazuju na pozitivne efekte estradiola na insulinsko delovanje u srcu.  
Estradiolski tretman nije doveo do promene koliĉine Akt proteina u srcu (Slika 
27), što je u skladu sa rezultatima Ren i sar., koji ukazuju na to da estradiolska 
supstitucija ne utiĉe na ukupan nivo Akt proteina u srcu (Ren i sar., 2003). MeĊutim, 
aktivacija Akt, predstavljena kao ukupna koliĉina Akt fosforilisanog na Ser
473
 ili kao 
procenat od totalnog Akt proteina, se znaĉajno smanjuje kod ovarijektomisanih ţivotinja i 
vraća na normalan nivo nakon supstitucije (Ren i sar., 2003). U skladu sa navedenim 
istraţivanjem je i rezultat dobijen u ovoj studiji koji pokazuje da je u srcu estradiolski 
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tretman statistiĉki znaĉajno povećao insulinom-stimulisanu fosforilaciju Akt na Ser
473
, što 
ukazuje na povećanje aktivnosti ovog enzima u srcu pod delovanjem estradiola (Slika 
27). 
Kada se sagledaju efekti estradiola na molekule insulinskog signalnog puta u sva 
tri analizirana tkiva, uoĉava se da je u jetri estradiol delovao na nivou supstrata IR i to 
pomerajući teţište insulinskog signalnog puta ka IRS-2. S obzirom da je jetra jedno od 
glavnih ciljnih tkiva za insulin, efekat u ovom tkivu, iako najmanje izraţen, je moţda 
fiziološki najvaţniji. Uzimajući u obzir istraţivanja drugih autora, koja ukazuju na 
komplementarnost uloga IRS-1 i IRS-2 (Taniguchi i sar., 2005), nameće se zakljuĉak da 
estradiol ima vaţnu ulogu u odrţavanju balansa izmeĊu metabolizma glukoze i lipida u 
jetri.  
Sa druge strane, molekuli insulinskog signalnog puta u uterusu su mnogo 
izraţenije promenjeni pod delovanjem estradiola, što je i oĉekivano s obzirom da se radi o 
glavnom ciljnom tkivu za estradiol. MeĊutim, uloga insulina u ovom tkivu nije poptuno 
razjašnjena, pa se pretpostavlja da insulin deluje u uterusu primarno kao faktor rasta 
(Mioni i sar., 2004). Pošto je jedna od glavnih uloga estradiola u ciljnim tkivima 
stimulacija ćelijske proliferacije, verovatno je ovako izraţen efekat na molekule 
signalnog puta insulina u funkciji ostvarivanja ovog aspekta estradiolskog delovanja. 
Posredni efekat estradiola u srcu preko promene koncentracije FFA u plazmi 
moţe biti veoma vaţan za metabolizam u srcu. Srce moţe da koristi razliĉite metaboliĉke 
supstrate i da se brzo prilagoĊava na iskorišćavanje odreĊenih supstrata u zavisnosti od 
njihove dostupnosti. Iako su FFA glavni metaboliĉki supstrat u srcu, povišene 
koncentracije masnih kiselina unutar miocita, kao posledica visokih konentracija u plazmi 
su štetne za srce. Efekti estradiola u srcu su kompleksniji nego u prethodna dva tkiva i 
verovatno odraţavaju ĉinjenicu da oba hormona imaju vaţnu ulogu u fiziologiji srca. 
Rezultati dobijeni u srcu sugerišu da je efekat estradiola kombinacija pozitivnog i 
negativnog delovanja ovog hormona, i to i genomskog i negenomskog. Rezultat ovako 
kompleksne regulacije je veoma vaţan za fiziologiju srca, pa bi bilo korisno ispitati kakvi 
su efekti estradiola na molekule koji su nishodno u signalnom putu insulina, prvenstveno 
na transportere za glukozu i FFA, što bi imalo direktne implikacije na funkciju srca. 
Ispitivanje nishodnih efektornih molekula za insulin u jetri i uterusu bi takoĊe doprinelo 
objašnjenju znaĉaja zapaţenih efekata estradiola na poĉetne molekule signalnog puta 
insulina u tim tkivima. 





 Tretman estradiolom je doveo do smanjenja fosforilacije IR, kao i smanjenja 
proteinskog sadrţaja IRS-1 u jetri, što navodi na zakljuĉak da je estradiol 
suprimirao efekte insulina preko IR/IRS-1 puta i usmerio ih na alternativni put, što 
je potkrepljeno i povećanjem proteinskog sadrţaja IRS-2 u jetri.  
 Uprkos ĉinjenici da efekti estradiolskog tretmana u jetri nisu tako izraţeni kao u 
uterusu, rezultati ove studije ukazuju na to da su njihove fiziološke konsekvence 
znaĉajnije za insulinsko delovanje. 
 U uterusu je tretman estradiolom nakon 6 h doveo do statistiĉki znaĉajnog 
povećanja proteinskog sadrţaja skoro svih ispitivanih molekula signalnog puta 
insulina.  
 Povećanje teţine uterusa kod ţivotinja koje su tretirane insulinom ukazuje na 
ulogu insulina u regulaciji funkcije uterusa. S obzirom da postoji tendencija daljeg 
povećanja teţine uterusa kod ţivotinja koje su pre insulina primile estradiol, moţe 
se pretpostaviti da je povećanje sadrţaja signalnih molekula insulina koje je 
izazvao estradiol dovelo do pojaĉavanja efekta insulina u uterusu.  
 U srcu je estradiol doveo do povećanja asocijacije IRS-1/p85, povećanja sadrţaja 
proteina i iRNK p85, kao i povećanja fosforilacije Akt na Ser
473
, što ukazuje na 
benefitne efekte estradiola na prenos insulinskog signala.  
 S druge strane, smanjenje fosforilacije tirozina IR, smanjenje proteinskog sadrţaja 
IRS-2 i iRNK oba IRS proteina ukazuju na to da estradiol ima i supresivne efekte 
na insulinski signalni sistem u srcu.  
 Delovanje estradiola na prenos insulinskog signala u srcu predstavlja kombinaciju 
pozitivnih i negativnih efekata, koji mogu biti i genomski i negenomski, i imaju 
potencijalno vaţan uticaj na fiziologiju srca 
 
Rezultati ove doktorske disertacije predstavljaju doprinos razumevanju uticaja 
ţenskih polnih hormona na prenos insulinskog signala u jetri, uterusu i srcu. Pored 
ĉinjenice da je efekat estradiola dozno i vremenski zavisan, rezultati ove studije pokazuju 
da postoji i tkivna specifiĉnost u delovanju ovog hormona na molekule insulinskog 
signalnog puta. Kako je pokazano da je efekat estradiola najkompleksniji u srcu, dalja 
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istraţivanja bi mogla da objasne kakve su posledice delovanja ovog hormona na molekule 
koji se nalaze nishodno od ispitivanih molekula u ovoj studiji, kao i kakva je uloga 
estradiola u regulaciji insulinskog signalnog puta u nekim patofiziološkim stanjima kao 
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